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POVZETEK 
 
Skladno s Pravilnikom o obveznem testiranju krvi se mora na vsaki enoti odvzete krvi, ob 
upoštevanju nacionalnih algoritmov, obvezno opraviti imunohematološka testiranja, ki 
predstavljajo prvi korak k varni transfuziji. Z namenom izpopolniti varnost in učinkovitost 
procesa tovrstnih testiranj, se je skozi čas uveljavila avtomatizacija postopka izvedbe z 
uporabo popolnoma avtomatiziranih analizatorjev. Ti bistveno prispevajo k časovno 
učinkovitejšemu delovnemu procesu, zmanjšanju možnosti človeških napak, manjši 
delovni obremenitvi laboratorija in nenazadnje k nižjim stroškom. Namen magistrskega 
dela je bil ovrednotiti učinkovitost in uporabnost popolnoma avtomatiziranega 
imunohematološkega analizatorja Ortho Vision® ter validirati uporabljeni analizni 
postopek s končnim podajanjem točnosti meritev, glede na referenčne rezultate, 
pridobljene s primerljivim avtomatiziranim analizatorjem Techno Twin. Vse raziskave in 
meritve smo opravili na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino (ZTM). V 
analizo smo vključili 1.246 vzorcev krvodajalcev, med katerimi je bilo tudi 73 posebnih 
vzorcev z že znanimi rezultati. Vsem vzorcem smo, glede na zastavljeno testno shemo, 
določili naslednje parametre: krvne skupine AB0, Rh, Kell, fenotip Rh, šibke različice 
antigena Rh D (D
u
), neposredni (direktni) in posredni (indirektni) Coombsov test ter 
prisotnost/odsotnost antigenov Duffy, Kidd in MNS. Ugotovili smo, da primerljivost 
rezultatov tako na nivoju meritev posameznih parametrov, kot tudi rezultatov vseh testiranj 
ni izpolnila kriterija sprejemljivosti, to je 99,98 %. Točnost rezultatov je bila namreč 
92,29 %, predvsem zaradi nepridobitve ali pa neovrednotenja končnih rezultatov v 6,82 % 
primerov, kar je posledica visoko odzivne občutljivosti analizatorja na kakovost vzorcev, 
reagentov, reagenčnih kartic ali morebitnih človeških napak. Značilno razliko v primerjani 
uspešnosti pridobitve rezultatov z uporabljenimi testi na obeh analizatorjih smo potrdili z 
ustrezno statistično analizo. Medtem ko je bila diagnostična občutljivost presejalnega testa 
na prisotnost nespecifičnih protiteles v serumu dajalcev slabša (78,57 %), pa je bila 
njegova specifičnost boljša (94,74 %), v primerjavi z enakim testom, ki smo ga izvedli na 
referenčnem analizatorju Techno Twin. Na podlagi naših izsledkov lahko zaključimo, da je 
analizator Ortho Vision
®
 primeren za potrebe laboratorija z visoko delovno obremenitvijo, 
saj omogoča večjo storilnost znotraj referenčnega časovnega okvira in je enostaven za 
uporabo ter vzdrževanje. Kljub temu pa za vpeljavo v diagnostični laboratorij za rutinsko 
testiranje krvi dajalcev potrebuje še nekaj dodatne optimizacije. 
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ABSTRACT 
 
Each donated unit of blood has to overcome the immunohematological testing procedure 
according to national algorithms, stipulated in Rules on the compulsory testing of human 
blood, which represents the first step to safe transfusion procedure. In order to improve 
safety and efficiency of testing, the technology focused on developing fully automated 
instruments, which contribute to improved efficiency of workflow, reduced rates of human 
errors, laboratory workload and lower costs. The master thesis aimed at evaluating the 
efficiency and applicability of a fully automated Ortho Vision
®
 analyzer and validation of 
applied analytical methods. The validation was carried out by comparing the results 
obtained with the Ortho Vision
®
 with a reference routinely used automated analyzer 
Techno Twin and assessed with parameter of accuracy. A comparative evaluation was 
performed at the Blood Transfusion Centre of Slovenia. A total of 1.246 blood samples 
taken from blood donors, 73 of them being treated as special cases with known results, 
were tested. Considering the test scheme the following analytical parameters were set up in 
parallel for the same blood samples on both analyzers: AB0, RhD and K blood typing, Rh 
phenotype typing, detection of weak D antigen (D
u
), direct and indirect Coombs test and 
presence/absence of antigens, belonging to Duffy, Kidd and MNS blood group systems. 
The required concordance rate between the standard and validated method was not reached 
neither at the level of a single analytical parameter nor at the level of overall results, 
resulting in an overall accuracy of 92,29 % (validation criteria: 99,98 %). This was mainly 
a consequence of unsuccessfully obtained or evaluated final results (6,82 %), which could 
be ascribed to the high sensitivity of analyzer or to a poor quality of samples, reagents or 
reagent cassettes or potential human errors. A significant difference in success rate of 
obtaining results with both systems was confirmed by relevant statistical analysis. The 
Ortho Vision
® 
analyzer could offer higher diagnostic specificity (97,74 %) for antibody 
screening test but its diagnostic sensitivity was shown to be lower (78,57 %) when 
compared to the same test, carried out with the reference analyzer Techno Twin. Based on 
the outcomes we found the evaluated Ortho Vision
®
 analyzer, to be applicable for use in a 
laboratory with a higher workload. In conclusion, we found that this analyzer is easy to use 
and maintain and can offer improved productivity – an ability to perform more work within 
a reference time period. Nevertheless, several optimizations should be addressed prior to 
implementing it in the laboratory for routine donor blood testing. 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
Ab – protitelo/protitelesa (ang. antibody/antibodies)  
Ag – antigen 
AHG – anti-humani globulin 
BSA – goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin) 
CAT – tehnologija aglutinacije v koloni (ang. column agglutination technology) 
DAT / DCT – neposredni (direktni) antiglobulinski test / neposredni (direktni) Coombsov 
test 
DCP – dvojna celična populacija 
D
u
 – različica antigena D oz. »šibki D« 
EDQM – Evropski direktorat za kakovost zdravil in za zdravstveno varstvo (ang. European 
Directorate for the Quality of Medicines and Health Care) 
EDTA – etilendiamintetraocetna kislina 
Fab – variabilno strukturno področje imunoglobulina z vezavnim mestom za antigen 
Fc – konstantno strukturno področje imunoglobulina 
ft – pričakovane oz. teoretične frekvence pri izvedbi statističnega testa χ
2
  
HBPN – hemolitična bolezen ploda in novorojenčka 
HIS – bolnišnični informacijski sistem (ang. hospital information system) 
HTR – hemolitična transfuzijska reakcija 
IAT / ICT – posredni (indirektni) antiglobulinski test / posredni (indirektni) Coombsov test 
ICH – Mednarodna konferenca o harmonizaciji (ang. International Conference on 
Harmonisation) 
Ig – imunoglobulin  
KMC – krvotvorne matične celice 
Kontrolni vzorci EDQM– vzorci krvi z neznano vsebnostjo analita za ocenjevanje 
kakovosti in zanesljivosti pridobljenih rezultatov 
1
 
KS – krvna skupina  
LIS – laboratorijski informacijski sistem 
LISS – raztopina soli z nizko ionsko močjo (ang. low ionic strength saline) 
mAb – monoklonsko protitelo 
                                                          
1 Vzorce krvi priskrbi Evropski komite za transfuzijo krvi (deluje pod okriljem EDQM), ki rezultate pozna in jih uporabi 
za primerjalno analizo rezultatov, pridobljenih iz vseh sodelujočih laboratorijev v mednarodni shemi ugotavljanja 
zunanje kakovosti ter ustreznosti pridobljenih rezultatov.  
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NP – navzkrižni preizkus  
pAb – poliklonsko protitelo 
PEG – polietilenglikol 
PVP – polivinilpirolidon 
STAT – nujno, urgentno (lat. statim) 
TAT – čas izvedbe posameznega cikla testiranja vzorca (ang. turnaround time) 
ZTM – Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino 
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1 UVOD 
 
Testiranje vsake odvzete enote krvi, namenjene za transfuzijo, je ključnega pomena v 
transfuzijski medicini in predstavlja obvezen oz. standarden pristop v transfuzijskem 
laboratoriju. V vseh enotah krvi krvodajalcev je tako nujna izvedba naslednjih analiz: 
presejalno testiranje krvi na označevalce okužb, npr. ugotavljanje prisotnosti virusov 
hepatitisa B, C in HIV ter prekuženosti s povzročiteljem sifilisa; imunohematološko 
testiranje oz. določanje krvnih skupin AB0, RhD in K ter antigenov (Ag) 
krvnoskupinskega sistema Rh in ugotavljanje prisotnosti protiteles (Ab) proti eritrocitnim 
antigenom z antiglobulinskim testom (1, 2). 
 
1.1 TRANSFUZIJSKA DEJAVNOST 
Skladno z zakonodajo se Transfuzijski zavod kot javna zdravstvena ustanova zavzema za 
zagotavljanje kakovosti na vseh ravneh izvajanja svoje dejavnosti, torej od izbora 
krvodajalca, zbiranja krvi, njenega testiranja, predelave, hrambe, razdeljevanja krvi in 
krvnih komponent ter tudi nadzora nad neželenimi dogodki v povezavi s transfuzijo krvi 
(hemovigilanca) in morebitnimi odpoklici. Kakovost in varnost laboratorijskega testiranja 
odvzete krvi, kot ene izmed omenjenih transfuzijskih dejavnosti, opredeljuje Zakon o 
preskrbi s krvjo (ZPKrv, Ur. list RS, št. 104/2006), ki sledi smernicam Direktive 
2002/98/ES Evropskega parlamenta in Sveta o določitvi standardov kakovosti in varnosti 
za zbiranje, preskušanje, predelavo, shranjevanje in razdeljevanje človeške krvi in 
komponent krvi (3). Zakon navaja, da mora biti vsaka odvzeta enota ali komponenta krvi 
testirana v določenem obsegu, vsa oprema, postopki, reagenti in materiali, uporabljeni v ta 
namen, morajo biti validirani, rezultati validacij pa dokumentirani (3, 4). 
 
1.2 ERITROCITNE IMUNOHEMATOLOŠKE PREISKAVE 
Izvajanje predpisanih imunohematoloških testov je v Sloveniji obvezno, ne glede na to, 
kako bo odvzeta enota krvi uporabljena. Obseg obveznega testiranja vsake odvzete enote 
oz. komponente krvi določa Pravilnik o obveznem testiranju krvi in komponent krvi (Ur. 
list RS, št. 9/2007), skladno s sprejetimi nacionalnimi algoritmi, ki jih določi Razširjeni 
strokovni kolegij za transfuzijsko medicino. Za imunohematološke preiskave je potreben 
odvzem venske krvi v sterilne epruvete z antikoagulantom etilendiamintetraocetno kislino 
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(EDTA), ki jih na lokaciji ZTM sprejme Odsek za imunohematološko testiranje 
krvodajalcev, in sicer za izvedbo naslednjih preiskav: določitev krvne skupine (A, B, AB 
ali 0), antigena RhD, Kell ter antigenov C, c, E, e, ob prvem in drugem zaporednem 
testiranju istega krvodajalca ter ugotavljanje prisotnosti protiteles proti eritrocitnim 
antigenom (Preglednica I) (2).  
 
Preglednica I: Obseg obveznega testiranja vzorcev krvi: praktični prikaz imunohematoloških preiskav. 
 KS AB0/RhD (Du)  
KS K in antigeni 
C, c, E, e (Rh 
fenotip) 
ICT Neposredna 
(direktna) 
določitev 
Posredna 
(indirektna) 
določitev 
Vzorec preiskovanca eritrociti plazma/serum eritrociti plazma/serum 
Uporabljen reagent anti-A 
anti-B 
anti-AB 
anti-D 
(monokl.) 
anti-D 
(polikl.) 
testni eritrociti A 
testni eritrociti B 
 
anti-c 
anti-C 
anti-E 
anti-e 
anti-K 
testni eritrociti s KS 0 in 
z izraženim naborom 
znanih antigenov + 
AHG  
Detekcija antigen A 
antigen B 
antigen D 
protitelo anti-A 
protitelo anti-B 
antigeni C, c, E, e 
antigen K 
netipična anti-eritrocitna 
protitelesa, prisotna v 
plazmi/serumu 
 
Rezultate testiranj določenega krvodajalca primerjamo z arhivskimi rezultati testiranj 
njegove krvi ob prejšnjem darovanju, medtem ko pri novih krvodajalcih, ki jih testiramo 
prvič, testiranja opravimo z uporabo različnih testnih eritrocitov oz. protiteles. Pri 
opredelitvi skupine RhD lahko s testnimi monoklonskimi protitelesi (mAb) odkrijemo 
večino različic antigena RhD, kljub temu pa pri RhD-negativnih rezultatih izvedemo še 
dodatno testiranje z uporabo poliklonskih reagentov anti-D in anti-humani globulin 
(AHG), in sicer na morebitno prisotnost »šibkega antigena D« (Du ) in dodatnega deleža 
različic RhD (5). Testiranje lahko razširimo tudi na identifikacijo oz. specifikacijo klinično 
pomembnih anti-eritrocitnih protiteles v plazemskem/serumskem vzorcu preiskovanca, ki 
jih zaznamo s testom ICT. V ta namen uporabimo testne eritrocite s krvno skupino 0, ki 
izražajo znane oz. definirane klinično pomembne antigene krvnih skupin (KS), kot so: Rh, 
Kell, Kidd, Duffy, MNS, Lewis, P in Lutheran. Nato, pa na podlagi kombinacij pozitivnih 
in negativnih rezultatov, določimo specifičnost morebitno prisotnih anti-eritrocitnih 
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protiteles (6). Za vsa tovrstna testiranja uporabljamo le validirane materiale in reagente, 
izvajamo pa jih na avtomatiziranih računalniških sistemih, ki omogočajo sledljivost tako 
reagentov, vzorcev kot tudi izvedenih postopkov. Izvajalci v laboratoriju za testiranje krvi 
dajalcev vsa testiranja opravljajo po načelih dobrih praks, ob tem izvajajo notranje in 
obenem tudi zunanje nadzore kakovosti na nacionalni ali mednarodni ravni shem, v katere 
je laboratorij vključen (2).  
 
1.3 POPOLNA AVTOMATIZACIJA IZVEDBE 
IMUNOHEMATOLOŠKIH TESTOV 
Glavni fokus transfuzijskega laboratorija je popolna avtomatizacija delovnega procesa, 
katere začetki segajo v 60. leta prejšnjega stoletja. Med prvimi sta, glede na določene 
pomanjkljivosti njune ročne izvedbe, ki sicer še vedno predstavlja zlati standard, prešli v 
polavtomatizirano ali popolnoma avtomatizirano izvedbo metodi aglutinacije v gelski 
koloni in adherence eritrocitov na trdni fazi s komercialno dostopnimi delovnimi 
postajami. Danes se za predtransfuzijska testiranja uporabljajo polavtomatizirani ali 
popolnoma avtomatizirani roboti, medtem ko obvezne imunohematološke preiskave 
vzorcev krvi krvodajalcev izvajamo zgolj z v celoti avtomatiziranimi sistemi. Taki sistemi 
v primerjavi z ročno izvedbo znatno prispevajo k izključevanju subjektivnega odčitavanja 
rezultatov, njihovi boljši ponovljivosti in večji hitrosti izvedbe. Slednja je pomembna zlasti 
v večjih laboratorijih, kjer je pogosto potrebna takojšnja obravnava vzorcev z visoko 
stopnjo nujnosti. V bolj obremenjenih laboratorijih je zato vsekakor zaželena uporaba 
sistemov, ki omogočajo celovito avtomatizacijo izvedbe preiskav zlasti z vidika 
razbremenitve obsega dela ter tudi z vidika odpravljanja pomanjkljivosti, kot so npr. 
človeške napake, prisotne v procesu identifikacije vzorcev in prepisovanja podatkov ter 
variabilnost rezultatov med posameznimi izvajalci znotraj laboratorija. Tak pristop 
omogoča boljšo sledljivost izvedenih testov, uporabljenih reagentov in samih rezultatov, 
kar dodatno izboljša učinkovitost laboratorija (1). 
Tako kot vsaka aparatura, imajo tudi visokozmogljive, popolnoma avtomatizirane naprave 
določene težave in pomanjkljivosi. Pri uvedbi popolnoma avtomatiziranega analizatorja se 
moramo zavedati visokega začetnega finančnega vložka, katerega del predstavljajo tudi 
stroški prestrukturiranja oz. predelave  delovnih prostorov ter vzpostavitve strojne in 
programske opreme za povezovanje aparature z laboratorijskim (LIS) oz. bolnišničnim 
(HIS) informacijskim sistemom. Uporabniki, ki so prešli na popolnoma avtomatizirane 
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sisteme, pa poleg tega poročajo tudi o: težavah s fizično namestitvijo in programsko 
povezljivostjo analizatorja, pogostih začetnih potrebah po intervencijah dobavitelja, 
nujnosti dodatnega izobraževanja osebja ter težavah s pravočasno dobavo reagentov (8). 
 
1.3.1 ANALIZATOR ORTHO VISION®  
Analizator Ortho Vision
®
 (Slika 1) je avtomatiziran instrument, namenjen izvajanju 
imunohematološkega testiranja vzorcev človeške krvi in vitro. Uporablja sistem ID-kartic 
Ortho Biovue
®
 z napredno tehnologijo steklenih kroglic ter ima možnost digitalnega 
zajema njihovih fotografij. Temelji na metodi aglutinacije eritrocitov v koloni (CAT) in 
podpira izvedbo naslednjih imunohematoloških testov: določanja krvnih skupin AB0/RhD, 
posrednega (indirektnega) Coombsovega testa (ICT), določanja fenotipov Rh (C, c, E, e) 
ter antigenov Kell, neposrednega (direktnega) Coombsovega testa (DCT) in 
monospecifikacije anti-eritrocitnih protiteles z DCT, neposrednega testiranja eritrocitnih 
antigenov zunaj sistema AB0 in Rh, navzkrižnih preskusov (NP) ter redčenj in titracij. 
Rokovanje z reagenti, priprava suspenzij vzorcev, pipetiranje, inkubacije, centrifugiranje, 
podajanje rezultatov in njihova interpretacija, kakor tudi obdelava podatkov in digitalnih 
slik so procesi, ki jih analizator vrši samodejno, pri čemer za identifikacijo operaterja in 
vnos programskih parametrov uporabljamo fleksibilen ekran na dotik. Reagente in vzorce 
vstavimo v stojala in vnesemo programska naročila za analizo posameznega vzorca ali 
serije večih vzorcev, ki se avtomatsko s čitalcem identifikacijskih črtnih kod registrirajo in 
pozicionirajo v sistemu. Reagente lahko nameščamo tako v zunanji kot v notranji del 
rotorja, glede na to, ali potrebujejo agitacijo ali ne. Vzorce in dilucijske posodice vstavimo 
v zunanji rotor, reagenčne kartice pa v poseben, temu namenjen predalnik. Stojala za 
epruvete z vzorci so različnih dimenzij, ki ustrezajo volumnom odvzete krvi tako odrasle 
kot pediatrične populacije preiskovancev. Na stopnji naročila določenega testiranja, ki ga 
želimo izvesti, lahko izberemo tudi možnost ročnega pregleda posamezne ID-kartice ter 
stopnjo nujnosti naročene preiskave. Programska oprema Ortho Vision® namreč omogoča, 
da se urgentno označen vzorec (STAT) analizira prednostno, pred ostalimi, in sicer 
kadarkoli in v katerikoli fazi testiranja, ki se že izvaja (9). 
Analizator lahko deluje bodisi popolnoma samostojno ali pa se analizni podatki, ki jih 
generira, prenašajo v laboratorijski informacijski sistem za poročanje rezultatov (LIS). 
Programska oprema omogoča prepoznavanje ter kvantitativno in kvalitativno sledenje ID-
kartic, in sicer na osnovi predhodno zajetih digitalnih fotografij (v predalu za kartice je 
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lahko hkrati največ 148 ID-kartic), reagentov (hkrati je lahko v sistemu največ 33 vial, med 
katerimi jih 15 vsebuje po 3 ml, 18 pa po 10 ml reagentov), različnih tekočin in vzorcev 
(največje število vzorcev je 42). Sistem v primeru odsotnosti ali namestitvene neustreznosti 
česarkoli od prej naštetega na to opozori uporabnika. Z operaterjem aparat komunicira 
dvosmerno tako, da javlja potek testiranja in opozarja na morebitno potrebo po 
vzdrževalnih opravilih (npr. čiščenje in dekontaminacija igle za vzorčenje, sistema za 
tekočine in test črpalke) ter na kontrolo kakovosti sistema. Prav tako nadzira položaje in 
beleži čase prisotnosti testiranih vzorcev in reagentov v robotskem sistemu, in sicer z 
branjem črtnih kod ter izvrševanjem vstavljenih ukazov za izvedbo naročenih testov. 
Parametre s posameznih postaj (npr. temperaturo znotraj inkubatorjev in hitrost centrifug) 
kontinuirano beleži in njihove vrednosti prilagaja vstavljenim ukazom. Aparat s pomočjo 
pomične robotske roke upravlja reagenčne ID-kartice, jih obojestransko digitalno 
fotografira ter samodejno odčita stopnjo jakosti aglutinacije v kolonah. V primerih, ko je 
odčitavanje vprašljivo ali nedoločjivo, posamezno ID-kartico prestavi v segment/postajo za 
ročni pregled kartic (10). V kolikor je tekom testa kartica le delno uporabljena, sistem to 
prepozna in jo vrne nazaj v inkubator, da jo lahko nato ponovno uporabi. Ko je kartica v 
celoti uporabljena, pristane v predalniku za odpad. Vgrajeni računalnik zagotavlja glavnino 
prostora za shranjevanje in arhiviranje podatkov ter vodenje programske opreme in 
manevriranje z različnimi vmesniki (zaslon, tiskalnik, čitalec črtnih kod) (9). Z vidika 
fizičnih infrastrukturnih zahtev deluje analizator precej napredno, saj vsebuje lasten, 
avtonomen sistem posod za tekočine (fiziološka raztopina za redčenje in deionizirana voda 
za spiranje sistema) ter posod za tekoči odpad, s čimer izključuje potrebe po dodatnih 
zunanjih napeljavah (10). 
 
Slika 1: Avtomatizirani analizator Ortho Vision
® 
in njegove primarne funkcije; povzeto po
 
(9, 11). 
 
Pipetiranje tekočin 
Upravljanje z reagenti 
Inkubiranje 
Centrifugiranje 
Odčitavanje poteka 
reakcije in interpretacija 
rezultata 
Obdelava podatkov 
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1.3.2 ANALIZATOR TECHNO TWIN  
Analizator Techno Twin omogoča avtomatizirano izvajanje imunohematoloških preiskav, 
kot so določanja krvnih skupin AB0/RhD z uporabo gelskih ID-kartic ter mikrotitrskih 
ploščic ter testiranja DCT, ICT in prisotnosti K, C, c, E, e in ostalih eritrocitnih antigenov. 
Sistem je sestavljen iz naslednjih komponent: osrednjega rotorja, ki sprejme 36 epruvet z 
vzorci krvi preiskovancev ter 24 vial reagentov in diluentov; dveh nalagalnih postaj za 
gelske ID-kartice (največ 48), ki omogočata shranjevanje novih kartic, inkubacijo pri sobni 
temperaturi ali pri 37 °C in centrifugiranje; nalagalne postaje za tri mikrotitrske ploščice; 
dilucijskih posodic za pripravo suspenzij eritrocitov; dveh rok za pipetiranje pripravljenih 
suspenzij ter postaje za njuno spiranje in fotografske postaje. Tekočine za spiranje se 
nahajajo v za to namenjenih posodah v spodnjem delu aparature, skupaj s posodo za odpad. 
Robota upravljamo s pomočjo zaslona na dotik in tipkovnice, po identifikaciji v 
računalniškem sistemu »Maestro«, ki omogoča sledljivost vstavljenih reagentov, poteka 
izbranih testov ter predhodno identificiranih vzorcev krvi, s pomočjo čitalca črtnih kod. 
Rezultate po izvedenih testih robot poda v obliki fotografij na zaslonu, ki jih pregledamo in 
shranimo v podatkovno bazo ali/in natisnemo. Laboratorijski sistem Techno Twin se na 
Odseku za imunohematološko testiranje krvodajalcev uporablja za vsakodnevna rutinska 
testiranja krvi, skladno s sprejetimi nacionalnimi algoritmi za obvezno testiranje krvi (12). 
 
1.4 SISTEMI KRVNIH SKUPIN 
Sistemi krvnih skupin (KS) so opredeljeni s prisotnostjo/odsotnostjo specifičnih antigenov 
(Ag) na eritrocitni membrani. Kodirajo jih različice genov, ki se nahajajo na različnih 
kromosomih ali večih bližnjih lokusih istega kromosoma, kot npr. kromosom številka 9, ki 
nosi genski zapis za Ag sistema AB0 (13). 
Med vsemi je najpomembnejši sistem krvnih skupin AB0, saj je edini, pri katerem so 
prisotna naravna protitelesa v serumih zdravih ljudi, ki specifično prepoznavajo tiste 
antigene, ki jih posameznik nima, in to brez predhodne izpostavitve aloantigenom (npr. 
med transfuzijo ali nosečnostjo). Ta protitelesa so pretežno imunoglobulini razreda M 
(IgM). Aglutinirajo eritrocite in aktivirajo komplement že pri sobni temperaturi, prisotna 
pa so vse od rojstva, pri čemer je njihov titer v obdobju pred 4–6 mesecem starosti 
prenizek za detekcijo. V primeru transfuzije krvi oz. koncentriranih eritrocitov z 
nekompatibilno KS, omenjena Ab izzovejo takojšnjo hemolizo transfundiranih celic, kar 
lahko vodi v hudo hemolitično transfuzijsko reakcijo (HTR). Krvnoskupinske Ag kodirajo 
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trije aleli glikoziltransferaze, ki se nahajajo na lokusu AB0 9. kromosoma. Antigeni kvnih 
skupin AB0, H, P, I in Lewis so strukturno sorodne molekule ogljikovih hidratov, ki so 
vezane na membranske glikoproteine ali glikolipide eritrocitov. Posamezno antigensko oz. 
epitopsko specifičnost določa terminalna sladkorna molekula, ki se pripne na 
oligosaharidno verigo s pomočjo katalize glikoziltransferaze (14). 
Poleg antigenov A in B iz KS AB0 poznamo še dodatne fenotipske podskupine, kot sta 
npr. A1 in A2, ki sta pogostejša od podskupin B. Tako podskupine A kot B imajo, glede na 
Ag A in B, manjše število epitopov. Identifikacije posameznih podskupin pri določanju KS 
ne izvajamo rutinsko. Za njihovo dokazovanje uporabljamo neposredno in reverzno 
metodo, ki sta ena drugi obenem tudi vzajemni kontroli. Pri prvi uporabljamo komercialno 
dostopne reagente anti-A in anti-B, pri drugi pa z uporabo referenčnih eritrocitov, ki 
izražajo določene Ag podskupin (npr. A1) in B, določimo prisotnost ustreznih protiteles v 
serumu preiskovanca in s tem potrdimo njegovo KS (15). 
Sistem krvne skupine Rh je po pomembnosti takoj za krvnim sistemom AB0, in sicer 
zaradi močne imunogenosti Ag Rh, zlasti Rh D. Protitelesa anti-Rh za razliko od sistema 
AB0 niso naravno prisotna, temveč nastanejo pri izpostavitvi aloantigenom. Nato, v 
primeru sekundarne imunizacije, ta Ab reagirajo z ustreznimi eritrocitnimi Ag, kar lahko 
povzroči HTR ali hemolitično bolezen ploda in novorojenčka (HBPN), slednjo v primeru 
Rh-neskladnosti med materjo in plodom. Lokus Rh predstavljata dva bližnja gena, RHD in 
RHCE  na 1. kromosomu, ki omogočata izražanje transmembranskih polipeptidov Rh. Gen 
RHD kodira polipepid D, gen RHCE pa proteine Ee in Cc. Fenotip Rh predstavljajo 
eritrocitni Ag: D, E, e, C, c, ki jih lahko določimo s komercialno dostopnimi reagenti. 
Večina Ab, ki nastanejo po alosenzibilizaciji z Ag Rh, je razreda IgG, ki tako, kot večina 
klinično pomembnih Ab, reagirajo optimalno pri 37 °C, pri čemer pa je zanje značilno, da 
ne vežejo komplementa (14, 16). 
V okviru sistema Rh poznamo številne različice Ag D (kategorije I–VII, pri čemer je 
najpogostejša VI), ki se od osnovnega Ag D razlikujejo v manjkajočih enem ali več 
epitopih, zato šibkeje reagirajo z Ab anti-D. Podobno je s t.i. »šibko različico Ag D«, Du, 
ki ima prav tako manj Ag-specifičnih mest oz. epitopov, zato je težje določjiva. Za 
ugotavljanje prisotnosti Ag D
u
 moramo izvesti antiglobulinski test, saj ob uporabi seruma 
anti-D pogosto dobimo negativne rezultate (17). 
S kliničnega vidika je sistem Kell izjemno pomemben, kljub temu, da je v populaciji 
prisoten v zgolj 9 %. To je posledica izrazite imunogenosti glikoproteinskega Ag K. 
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Tvorba protiteles anti-K se večinoma sproži med nosečnostjo ali po transfuziji, ta pa so 
pogosto vpletena v hude oblike HTR in HBPN. V široki paleti nabora Ag sistema Kell je 
poleg Ag K pomembnejši le še Ag k (Cellano), ki je v populaciji zastopan v kar 99,8 %, 
vendar pa se protitelesa anti-k pojavljajo le redko. Protitelesa anti-K navadno niso naravno 
prisotna, razen v primerih imunskih odzivov posameznikov na K-podobne substance iz 
okolja (npr. bakterijska okužba lahko spodbudi nastanek IgM anti-K). Večinoma so 
tovrstna Ab razreda IgG in aktivirajo komplement. S posrednim (indirektnim) 
antiglobulinskim testom (IAT) jih zaznamo zanesljiveje kot npr. zgolj z neposredno 
aglutinacijo z uporabo raztopine soli z nizko ionsko močjo (LISS). Kot avtoprotitelesa so 
Ab anti-K lahko prisotna pri avtoimunski hemolitični anemiji (14, 17). 
Glikoproteinske Ag sistema Duffy (Fy) kodirajo trije aleli: Fy
a
, Fy
b
 in Fy, locirani na 
lokusu Fy 1. kromosoma. Najpogostejši fenotip pri belcih je Fy(a+b+), osebe s fenotipom 
Fy(a
–
b
–
) pa so rezistentne na malarijsko okužbo, ki jo prenaša P. Vivax, ki se veže na Ag 
Fy, izražene na eritrocitih. Poleg tega so Ag Fy tudi receptorji za citokine, zato so vpleteni 
v potek vnetnega odziva. Protitelesa anti-Fy niso pretirano reaktivna, saj le v redkih 
primerih poročajo o njihovi vpletenosti v nastanek hude HTR ali blage HBPN. So razreda 
IgG in načeloma ne nastanejo spontano. Zaznamo jih lahko zgolj s tehniko AHG (IAT) ali 
zelo redko preko aktivacije komplementa (14, 17). 
Antigeni sistema Kidd (Jk) so glikoproteinske molekule, vezane ne celično membrano. 
Imajo funkcijo receptorjev za sečnino, bodisi izraženih na eritrocitih ali na endotelijskih 
celicah ledvic. Poznamo tri, in sicer Jk
a
, Jk
b
 in Jk3, pri čemer je najpogostejši fenotip v 
belski populaciji Jk(a
+
b
+
). Tako protitelesa anti-Jk
a
 kot anti-Jk
b
 so pretežno tipa IgG, v 
manjši meri tudi IgM, po transfuziji ali med nosečnostjo pa nastanejo le redko. Protitelesa 
anti-Jk so zahtevna za prepoznavo, saj so šibko reaktivna in pogosto prisotna v kombinaciji 
z drugimi Ab. Poleg tega njihov titer in vivo hitro upade, tako da jih že v nekaj tednih po 
njihovem nastanku ne moremo več zaznati. Nekatera od njih vežejo komplement, zato jih 
lahko odkrijemo le z uporabo reagentov proti določenim komponentam komplemena, v 
okviru testa IAT. Zaradi svoje zahtevne narave razmeroma pogosto povzročijo HTR, še 
posebej njeno odloženo obliko, le redko pa jih srečujemo kot avtoprotitelesa pri 
avtoimunski hemolitični anemiji (13, 14, 17). 
V krvni sistem MNS sodijo glikoproteinski Ag, glikoforini, katerih zapis vsebuje genske 
različice, pozicionirane na bližnjih lokusih MN in Ss 4. kromosoma. Med vsemi 46 krvno-
skupinskimi Ag, so MNSs najpogostejši, vendar pa Ab proti njim le redko srečujemo v 
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transfuzijski medicini. Medtem, ko so protitelesa anti-M in anti-N hladni aglutinini vrste 
IgG ali IgM, ki večinoma ne reagirajo s komplementom, pa so Ab anti-S večinoma topli 
aglutinini tipa IgG in vežejo komplement. Prepoznavanje nekaterih Ab anti-M in v 
izjemnih primerih anti-N, je odvisno od vrednosti pH okolja, zato so za njihovo 
dokazovanje plazemski vzorci primernejši od serumskih in celo od postopka izpostavitve 
eritrocitov raztopini glukoze. S stališča transfuzijske medicine so najpomembnejša Ab 
anti-M in anti-N, ki aglutinirajo pri 37 °C (IAT), a so zelo redko povezana z incidenco 
HTR in blage oblike HBPN. Čeprav je pojavnost Ab anti-S in anti-s redkejša, pa so ta Ab 
pomembnejša s kliničnega vidika, saj so povezana z zapleti hujše oblike HTR (13, 14). 
 
1.5 REAKCIJA ANTIGEN-PROTITELO 
Vse imunohematološke preiskave temeljijo na reakciji med antigenom in protitelesom oz. 
epitopom in paratopom. Tvorba reverzibilnega kompleksa Ag-Ab poteka v treh ločenih 
fazah, primarni, sekundarni in terciarni. Primarna predstavlja začetno vezavo Ag in Ab, 
sekundarna agregacijo nastalih imunskih kompleksov ter njihovo aglutinacijo ali pa 
fiksacijo komponent komplementa na komplekse Ag-Ab, terciarna pa odzive organizma na 
nastale imunske komplekse, ki vključujejo vnetni proces, pospešeno fagocitozo in 
kemotakso ter odlaganje imunskih kompleksov. Primarna faza je težje merljiva zaradi 
šibkih, nestabilnih vezi, ki se tvorijo med enim vezavnim mestom za Ag oz. paratopom na 
Ab in enim epitopom Ag, terciarno fazo pa izkoriščajo predvsem imunologi za 
ugotavljanje imunske reaktivnosti (npr. kožni testi) (18). Pri izvedbi seroloških testov, ki 
jih uporabljamo za detekcijo posameznih Ag in specifičnih Ab, izkoriščamo metode 
precipitacije, aglutinacije in hemolize, značilne za drugo fazo imunske reakcije, pri čemer 
nam kot detekcijski sistemi služijo različne tehnike: turbimetrija, nefelometrija, 
imunofluorescenca, radioimunske, encimsko-imunske (kvantitativne metode) in 
elektroforezne tehnike, imunodifuzija, aglutinacija v gelu (npr. v koloni) ter adherenca 
eritrocitov na trdno fazo (kvalitativna metoda). Aglutinacija je tvorba večjih skupkov 
imunskih kompleksov v obliki nekakšne mreže, ki nastane s povezovanjem eritrocitov 
preko Ab, t.i. aglutininov, vezanih na specifične površinske eritrocitne Ag (15). 
 
1.5.1 METODA AGLUTINACIJE 
Aglutinacija je temeljna metoda za osnovno serološko tipiziranje Ag krvno-skupinskega 
sistema AB0 v transfuzijski medicini. Njena uporaba je vezana predvsem na kvalitativno 
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določanje tako samih Ag AB0 kot tudi naravnih Ab, ki jih prepoznavajo. Metoda hkrati 
ponuja visoko mero občutljivosti in enostavnost izvedbe, saj lahko končni rezultat ocenimo 
makroskopsko. Prva dognanja s tega področja segajo v leto 1896, ko sta Gruber in Durham 
poročala o aglutinaciji bakterijskih celic v serumu (18). Proces aglutinacije poteka v dveh 
stopnjah (Slika 2). Tekom prve pride do vezave paratopov specifičnih Ab na epitope 
površinskih eritrocitnih Ag, ki jo imenujemo senzibilizacija. Potem, ko se Ag in Ab dovolj 
zbližata in zavzameta ustrezno prostorsko konformacijo, najprej z nekovalentnimi vezmi 
tvorita reverzibilen imunski kompleks med epitopom in paratopom. Nato pa nastane še 
stabilnejša oblika kompleksov, ki je posledica večvalentne vezave med Ag in Ab. V drugi 
stopnji pride do reakcije med prostimi paratopi pripetih Ab in epitopi Ag na sosednjih 
senzibiliziranih celicah, kar povzroči tvorbo aglutinatov v obliki mreže (Slika 2B) (17, 18). 
V izotoničnem okolju zaradi neto negativnega naboja na površini eritrocitov, ki ga 
povzroči disociacija sialične kisline v njihovih membranah, protitelesa razreda IgG 
večinoma niso sposobna tvorbe mreže in s tem neposredne aglutinacije, kajti razdalje med 
celicami so zaradi odbojnih sil prevelike. To pa ne velja za multivalentne molekule IgM, ki 
že v izotoničnem okolju povzročijo vidno aglutinacijo. Težavo z negativnim nabojem 
membran eritrocitov lahko razrešimo z različnimi laboratorijskimi pristopi, npr.: z 
dodatkom proteolitičnih encimov (bromelin, papain, ficin), albumina (največkrat 
komercialno dostopne raztopine govejega serumskega albumina (BSA)), s povečanjem 
viskoznosti raztopine (dodajanje dekstrana, polivinilpirolidona (PVP), serumskega 
albumina), z uvajanjem pozitivno nabitih makromolekul ali z dodajanjem anti-humanega 
globulina, v primeru posrednega (indirektnega) antiglobulinskega testa. Aglutinacijo lahko 
še dodatno okrepimo z uporabo polietilenglikola (PEG) ter reagenta LISS, ki pozitivno 
vplivata na senzibilizacijo, ne pa tudi na tvorbo mreže (15, 18). 
Vezava paratopa Ab na epitop je močno odvisna od afinitete in avidnosti Ab, k jakosti 
medsebojnega privlaka med Ag in Ab pripomore tudi specifičnost Ab za določen Ag. 
Stabilen imunski kompleks Ab-Ag nastane le v primeru komplementarnih konformacijskih 
oblik (konformacijsko prileganje) paratopa in epitopa ter hkratnega komplementarnega 
kemijskega privlaka v obliki šibkih nekovalentnih vezi med njima, za kar je potrebna 
ustrezno majhna razdalja. Učinkovitost senzitizacije in posledične aglutinacije je, tako, kot 
smo že omenili, odvisna tudi od razreda Ig (npr. molekula IgG ima dva paratopa, molekula 
IgM pa 10) ter samega Ag (število epitopov na celici ter morebitno sterično oviranje z 
drugimi površinsko izraženimi molekulami) (18). 
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Za teste aglutinacije je nujna bližina, potrebna za privlak med eritrociti, ki jo dosežemo s 
sedimentacijo. Ta proces pa lahko pospešimo s centrifugiranjem, ki celice fizično približa 
kljub odbojnim silam med njimi (15, 17). Tvorba aglutinacijske mreže je odvisna tudi od 
fizikalno-kemijskih dejavnikov, npr. ionske moči ter vrednosti pH in temperature. 
Predvsem protitelesa razreda IgG aglutinirajo eritrocite pri temperaturah od 30 do 37 °C 
(»topla« Ab), medtem ko so številna Ab razreda IgM v tem smislu učinkovita pri 
temperaturah od 4 do 27 °C (»hladna« Ab). Ob upoštevanju dejstva, da so naravno prisotna 
Ab proti Ag sistema AB0 razreda IgM, izvajamo teste za tipizacijo KS AB0 pri sobni 
temperaturi. Za dokazovanje drugih KS v večini primerov uporabljamo Ab razreda IgG, 
zato moramo tovrstne reakcije izvajati pri 37 °C. Tista Ab, ki z Ag reagirajo in vitro 
izključno pri temperaturah pod 30 °C, pa smatramo kot klinično nepomembna. Optimalna 
vrednost pH za večino testnih imunskih reakcij Ag-Ab je 6,7–7,2, z izjemo Ab anti-M, ki 
reagirajo v okolju z nižjim pH, zato za testiranje največkrat uporabljamo fiziološko 
raztopino s fosfatnim pufrom. Ionsko moč v fiziološki raztopini določajo natrijevi in 
kloridni ioni, ki obdajo Ag in Ab ter tako nevtralizirajo njihove nasprotne naboje. Z 
znižanjem ionske moči sicer poteče reakcija Ag-Ab (senzitizacija) hitreje, ker s tem 
ojačimo elektrostatski privlak med Ag in Ab, vendar pa to neugodno vpliva na drugo fazo 
aglutinacije, in sicer zaradi večjih odbojnih sil (18). Pomemben dejavnik predstavlja tudi 
razmerje med količino Ag in Ab (19). 
 
 
Slika 2: Stopnji aglutinacije. (A) Senzitizacija oz. reakcija Ag in Ab preko antigenskih determinant 
(epitopov). (B) Tvorba mreže in preureditev imunskih kompleksov v stabilnejšo obliko. Povzeto po (18). 
Ab Ag z več determinantami oz. epitopi 
Imunski kompleksi Ag-Ab 
Brez vidne reakcije 
Preureditev 
Vidna aglutinacija 
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1.5.1.1 ANTIGLOBULINSKI TESTI  
Z antiglobulinskim testom lahko prepoznavamo Ab, ki sama niso zmožna povzročiti 
aglutinacije, in sicer preko vezave sekundarnih Ab. Temelj testa so Ab proti človeškemu 
globulinu (AHG), pridobljena iz imuniziranih živali, ki se vežejo na konstantno strukturno 
področje imunoglobulina (Fc) človeških Ab, pripetih na površino eritrocitov. AHG je 
sposoben premostiti razdalje med celicami, česar, predvsem protitelesa IgG, običajno ne 
zmorejo storiti sama, s čimer povzroči t.i. posredovano aglutinacijo. Njena moč je 
proporcionalna količini na eritrocite vezanih Ig. Uporaba AHG ni omejena zgolj na 
detekcijo protiteles razreda IgG, ki so sicer klinično najpomembnejša Ab, saj lahko na ta 
način zaznamo tudi Ab IgM, ki prepoznavajo redke eritrocitne Ag (npr. anti-Le), Ab IgA 
in Ab proti komponentam človeškega komplementa, zlasti anti-C3b, anti-C3d, anti-C4b in 
anti-C4d (17, 18). 
 Neposredni (direktni) antiglobulinski test (DAT) se uporablja za prepoznavanje na 
eritrocite in vivo-vezanih Ab (zlasti razreda IgG) ali komponent komplementa, 
predvsem C3d, ki je dober kazalnik za ugotavljanje avtoimunske hemolitične anemije in 
hemolitične bolezni novorojenčka. Eritrocite preiskovanca najprej speremo, da 
odstranimo nevezane imunoglobuline, ki bi lahko nevtralizirali AHG, nato pa izvedemo 
test neposredno z dodatkom AHG. V primeru pozitivnega rezultata s polispecifičnim 
serumom moramo v naslednjem koraku opraviti še monospecifikacijo, s katero 
določimo ali so prisotni IgG ali pa katera izmed komponent komplementa. 
 Posredni (indirektni) antiglobulinski test (IAT) ali »Coombsov test« uporabljamo za 
prepoznavanje nepričakovanih anti-eritrocitnih protiteles v serumskem oz. plazemskem 
vzorcu preiskovanca. Serum ali plazmo najprej pri 37 °C inkubiramo s testnimi eritrociti 
KS 0, ki izražajo znan nabor površinskih Ag, nato pa celice speremo, da odstranimo vse 
nevezane imunoglobuline. Po dodatku AHG in nadaljnjem centrifugiranju opazimo 
vidno aglutinacijo v primeru, da so bila na eritrocite predhodno vezana določena Ab. 
Test lahko uporabimo tudi za tipizacijo KS z dodatkom AHG (15, 17). 
 
1.5.2 AGLUTINACIJA V KOLONI (CAT) 
Leta 1986 je Lapierre razvil sistem, ki namesto testnih epruvet uporablja t.i. gelske kartice, 
na katere so pritrjene mikrokolone (6 na kartico). V posamezni mikrokoloni se nahaja gel 
Sephadex (porozni dekstran-akrilamidni gelski delci), ki deluje kot filter za aglutinirane 
eritrocite (17). Mikrokolone lahko vsebujejo tudi druge vrste delcev, npr. želatinske ali 
13 
 
steklene. Tako steklene kroglice v ustreznem tekočem pufranem mediju predstavljajo 
enakovredno alternativo gelskim akrilamidnim delcem, saj ločijo nastale agregate po 
enakem principu. Glede na to, kakšen test izvajamo, so v pufranem gelu oz. v tekočem 
pufranem mediju prisotni ali pa odsotni ustrezni reagenti. Tako potrebujemo za 
prepoznavanje aglutininov, ki aglutinirajo eritrocite neposredno, gel oz. tekoči medij brez 
dodanih reagentov. Slednje namreč dodamo v kolono nad gelsko fazo. Za izvedbo 
antiglobulinskega testa pa je v gel/tekoči medij že vgrajen antiglobulinski serum. Vsak 
posamezen specifični test torej vsebuje gel/tekoči medij z ustreznim reagentom (npr. 
protitelesa anti-A, anti-B, anti-D, ipd.). Vzorec, ki je lahko bodisi suspenzija eritrocitov 
preiskovanca, v primeru določanja KS AB0 ali izvedbe DAT, ali pa serum/plazma, v 
primeru reverznega določanja KS AB0 ali izvedbe IAT, odpipetiramo skupaj z ustreznimi 
reagenti, seveda le kadar so ti potrebni, v širši reakcijski del nad gelom, kateri se nahaja v 
spodnjem, zoženem delu mikrokolone (Slika 3) (20, 21). Sledi 15-minutna inkubacija pri 
sobni temperaturi ali pri 37 °C ter nato centrifugiranje (čas odvisen od protokola testa, 
običajno 5–10 minut). S centrifugiranjem potisnemo eritrocite mimo zračnega mehurčka, 
ki nastane nad gelom, v gel, v katerem nato potujejo proti dnu mikrokolone, ki ga dosežejo 
le v primeru negativne reakcije. Ker omenjeni zračni mehurček preprečuje serumu/plazmi 
vstop v gelski stolpec, predhodno spiranje eritrocitov ni potrebno. Kadar je reakcija 
pozitivna (aglutinacija), se celice oz. njihovi agregati porazdelijo vzdolž gela na osnovi 
njihovih velikosti. Večji kot so, manjšo razdaljo prepotujejo oz. se prej ujamejo v gel, kar 
pomeni, da gre za večjo jakost aglutinacije (3) (22).  
Sam princip testa je enostaven in visoko občutljiv. V primerjavi s klasičnim načinom 
testiranja v prisotnosti reagenta LISS v epruveti, naj bi bila občutljivost metode CAT večja 
za 6 % (20). Velika prednost metode CAT je v določanju rezultata stopnje jakosti 
aglutinacije v vsaki posamezni mikrokoloni, ki je objektivnejše kot pri izvedbi klasičnega 
testa v epruveti.  Metoda je primerljiva s tehniko agregacije eritrocitov na trdni podlagi in 
afinitetno kolonsko tehnologijo. V primeru uporabe CAT lahko v gelu brez težav 
opazujemo tudi sočasno prisotnost dveh populacij, posameznih in agregiranih eritrocitov 
(»mixed field« – MF, Slika 3), vidnih v obliki pozitivne in negativne reakcija hkrati in zelo 
uporabne pri ugotavljanju oz. vrednotenju morebitne transfuzijske reakcije (22). Reakcija v 
gelu je stabilna in jo lahko ovrednotimo tudi dlje časa po izvedbi, v kolikor kartico 
shranimo v hladilniku in jo zaščitimo pred izsuševanjem gela (npr. naknadna kontrola ali 
pridobitev drugega mnenja v primeru zahtevnejših interpretacij rezultatov). Z uporabo 
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metode CAT se popolnoma izognemo morebitnim lažnim negativnim rezultatom, ki jih 
lahko povzroči neustrezno spiranje eritrocitov, saj ga v tem primeru ne potrebujemo (21). 
Poleg tega pa je njena prednost tudi v tem, da je zaradi manjših volumnov vzorca, 
reagentov in ojačevalcev aglutinacije, manj potencialno nevarnega odpada (22).  
 
Slika 3: Prikaz različnih stopenj jakosti aglutinacije in njihovih ocen v posamezni mikrokoloni gelske 
kartice; 0 – negativna reakcija, MF – mešana, negativna in pozitivna reakcija (ang. mixed field). Povzeto 
po (23). 
 
1.5.2.1 REAGENTI ZA DOLOČANJE KRVNIH SKUPIN TER DETEKCIJO IN 
IDENTIFIKACIJO ANTI-ERITROCITNIH PROTITELES 
Določanje krvnih skupin AB0 in RhD 
Sprva so za določanje KS AB0 in RhD  uporabljali poliklonska protitelesa (pAb), ki so jih 
pridobili z imunizacijo prostovoljcev. V 70-ih letih pa se je razširila možnost pridobivanja 
monoklonskih Ab (mAb) s tehnologijo hibridomov, pridobljenih z zlitjem specifičnih 
klonov limfocitov B živali in nesmrtnih mielomskih celic. Uporaba mAb ima prednost 
pred uporabo pAb, in sicer predvsem zaradi identičnih paratopov, ki jih izražajo, večje 
občutljivosti za detekcijo specifičnih Ag, nezmožnosti prenosa človeških virusnih bolezni 
ter nereaktivnosti s pridobljenim Ag B. Fenomen pridobljenega B namreč lahko nastane 
kot posledica bakterijske aktivnosti, ko njeni encimi modificirajo Ag A v Ag B in se 
največkrat pojavlja pri osebah s fenotipom A1 (15). Ker so mAb praviloma razreda IgM, 
omogočajo tudi odkritje šibkih variant Ag. S pripravo mešanic dveh ali več mAb z 
različnimi specifičnostmi (npr. anti-A1B) lahko občutljivost testa še povečamo (17).  
Reaktivnost mAb anti-D je primerljiva z reaktivnostjo pAb anti-D, s to razliko, da mAb 
anti-D ne reagirajo z eritrociti kategorije VI (D
VI
) ter z nekaterimi drugimi različicami Ag 
D. Zato, za ugotavljanje prisotnosti D
u 
in D
VI
, poleg ustreznih mAb razreda IgM, 
vzporedno ali v kombinaciji uporabljamo tudi poliklonski reagent (pAb razreda IgG). 
   Stopnje aglutinacijske reakcije 
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Komercialno dostopni reagenti za določanje KS AB0 in RhD so obarvani skladno z 
mednarodnimi standardi: anti-A modro, anti-B rumeno, anti-AB rožnato ter anti-RhD 
brezbarvno (15,17). 
Detekcija anti-eritrocitnih protiteles in komponent komplementa 
Antiglobulinske teste izvajamo z monospecifičnimi in polispecifičnimi reagenti. 
Polispecifični vsebujejo Ab proti človeškim molekulam IgG in pripadnikom komponente 
komplementa C3 (C3b, C3c, C3g ali C3d). Uporabljamo jih tako za zaznavanje anti-
eritrocitnih Ab in/ali komponent komplementa in vivo (DAT) kot tudi za detekcijo 
nepričakovanih anti-eritrocitnih Ab in/ali  komponent komplementa in vitro (IAT) (15, 24). 
Z razliko od IAT, s katerim lahko ugotavljamo tako prisotnost komponente komplementa 
C3b kot komponent C3d in C3g, ki sta močno reaktivni pri temperaturi 37 °C, uporabljamo 
pri izvedbi DAT le reagent z Ab anti-C3d ali anti-C3g, v kombinaciji s pAb anti-IgG (17). 
AHG je lahko poliklonski reagent, lahko pa vsebuje mešanico poliklonskih in 
monoklonskih Ab, npr. mešanico kunčjih poliklonskih IgG in mišjih monoklonskih IgM 
anti-C3d in anti-C3b ali celo mešanico zgolj monoklonskih Ab (15).  
Dodatek monoklonskih Ab anti-IgM in anti-IgA v AHG navadno ni smiseln, saj prva 
aktivirajo komplement, ki se veže blizu na eritrocitnih membranah prisotnih molekul 
človeških IgM, reakcijo pa bolje zazna že prisoten anti-komplementni del polispecifičnega 
AHG kot monospecifičen reagent anti-IgM. Protitelesa IgA pa je na ta način le težko 
zaznati na eritrocitni površini, zato za njegovo detekcijo raje uporabljamo monospecifičen 
reagent anti-IgA (17). Poleg tega pa je znano, da v kolikor monospecifično anti-humano 
Ab anti-IgG ni specifično za težko verigo gama, lahko reagira tudi z lahkimi verigami Ab 
IgA in IgM, česar seveda ne želimo (14). Monospecifični reagenti so torej največkrat Ab 
anti-IgG, anti-C3b in anti-C3d (uporabljamo jih lahko posamično ali v kombinaciji) ter 
anti-C4b in redkeje anti-C4d. Tudi v tem primeru lahko uporabljamo samo pAb, mešanico 
mAb ali pa kombinacijo pAb in mAb. Monospecifične reagente uporabimo za opredelitev 
z DAT zaznanih človeških imunoglobulinov, vezanih na eritrocite (15). Rezultati številnih 
študij kažejo, da je detekcija klinično pomembnih anti-eritrocitnih Ab uspešnejša z 
uporabo polispecifičnega AHG, kot z monospecifičnimi Ab anti-IgG. To je posledica 
dejstva, da nekatera Ab izkazujejo visoko tendenco po vezavi na komponente 
komplementa, s čimer potencirajo reakcijo anti-komplementnih Ab, prisotnih v AHG, in ne 
tiste, ki jo izzovejo v reagentu prisotna anti-humana Ab anti-IgG. Izrazit tovrsten primer  
predstavlja opredelitev protiteles zoper Ag krvnega sistema Kidd, zlasti Jk
a
 (14). 
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1.6 VREDNOTENJE ANALIZNIH METOD 
Vrednotenje ustreznosti posamezne analizne metode oz. ugotavljanje, ali služi 
predvidenemu namenu, je nujno potrebno izvesti takrat, ko uvajamo novo metodo ali, ko 
bomo začeli uporabljati že validiran postopek drugje ali pa v spremenjenih pogojih dela. 
Tovrstno vrednotenje imenujemo validacija. Vsi laboratorijski testi, ki jih izvajamo 
rutinsko morajo delovati tako, da z njimi pridobimo točne, natančne in ponovljive 
rezultate. V okviru postopka validacije, skladno s smernicami Mednarodne konference o 
harmonizaciji (ICH), ovrednotimo naslednje parametre: natančnost, točnost, specifičnost in 
linearnost analizne metode, poleg tega pa še območje dela, mejo določljivosti analita in 
mejo pražne vrednosti (25). Obseg validacije metode lahko prilagodimo glede na stopnjo 
njene splošne uveljavljenosti v stroki ter kompetenčnosti oz. izvedenstva laboratorija, v 
katerem se bo izvajala (26). Z validacijskim načrtom predvidimo kriterije sprejemljivosti, s 
katerimi opredelimo parametre želene ustreznosti metode oziroma sistema. Tekom 
postopka validacije moramo vse rezultate testiranj in vse ugotovljene napake in odklone 
dosledno zabeležiti tako, da so popolnoma sledljivi (27). Analizna specifičnost je 
sposobnost metode, da z njo jasno prepoznamo točno določen analit v vzorcu, kljub 
sočasni prisotnosti ostalih komponent, kot so npr. nečistote (28). Natančnost analizne 
metode je parameter, ki opisuje sipanje rezultatov v okviru serije posameznih meritev 
istega vzorca. S ponovljivostjo metode opredelimo natančnost rezultatov pri 
nespremenljivih pogojih njene izvedbe, znotraj kratkega časovnega intervala in predstavlja 
znotraj-analizno natančnost. Med-analizno natančnost pa primerjalno podajamo z 
rezultatskimi odstopanji pri izvedbi analiz tekom več dni, v istem laboratoriju (28, 29). 
Analizna točnost je stopnja ujemanja rezultatov analize z rezultati referenčne metode. 
Večja kot so odstopanja med vrednostmi izmerjenimi z novo metodo in tistimi, določenimi 
z referenčno, manjša je točnost metode, ki jo validiramo (28, 30). Kljub temu, da 
robustnost analizne metode ni navedena med osnovnimi validacijskimi parametri, jo 
smernice ICH omenjajo v povezavi z njimi. Robustnost je parameter, s katerim metodo 
opredelimo kot zanesljivo takrat, ko z njo dobimo primerljive rezultate, kljub namerno 
uvedenim majhnim spremembam pogojev testiranja (28). Če je novi analizni postopek 
namenjen diagnostiki, moramo oceniti njegovo ustreznost tudi s stališča diagnostične 
občutljivosti in diagnostične specifičnosti. V kolikor bi bila izbrana analizna metoda 
idealna, bi z njo lahko vedno točno določili vse bolnike z boleznijo (diagnostična 
občutljivost) ter vse tiste preiskovance, ki bolezni nimajo (diagnostična specifičnost) (30). 
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2 NAMEN DELA 
 
Kljub številnim omejitvam ostaja ročna izvedba imunohematoloških testov, ki temelji na 
centrifugiranju eritrocitov v prisotnosti reagenčnih protiteles (Ab) v epruveti in nadaljnji 
vizualni določitvi stopnje aglutinacije, še vedno zlati standard. V zadnjem obdobju pa so 
zaradi potreb po optimizaciji procesa imunohematološkega testiranja razvili več 
popolnoma avtomatiziranih imunohematoloških analizatorjev, ki so tudi komercialno 
dostopni (1). Zato smo se odločili, da bomo v okviru magistrske naloge s postopkom 
validacije preverili učinkovitost in praktično uporabnost popolnoma avtomatiziranega 
analizatorja ORTHO VISION
®
 za testiranje izbranih vzorcev krvi krvodajalcev na 
prisotnost različnih eritrocitnih antigenov (Ag) krvnih skupin AB0, RhD, Kell in Cellano 
ter Fy
a
, Fy
b
, S, s, Jk
a
, Jk
b
, M in Cw, fenotipov Rh, šibkega antigena RhD, poleg tega pa 
tudi morebitnih anti-eritrocitnih protiteles z metodama ICT in DCT. Pridobljene rezultate 
bomo primerjali z referenčnimi, ki so bili v istih vzorcih predhodno izmerjeni z 
obstoječim, rutinsko uporabljanim robotskim, prav tako avtomatiziranim analizatorjem 
Techno Twin. 
 
Poleg tega bo namen magistrskega dela tudi: 
 validirati posamezne metode za določanje krvnih skupin AB0, Rh in Kell ter antigenov 
sistemov Duffy, Kidd in MNS, poleg tega pa tudi presejalno testiranje na anti-
eritrocitna oz. plazemska protitelesa, in sicer z vrednotenjem analizne točnosti, na 
osnovi  stopnje ujemanja rezultatov testiranih vzorcev z rezultati referenčne metode, ob 
upoštevanju predhodno definiranih kriterijev sprejemljivosti; 
 statistično ovrednotiti dobljene meritve in ugotoviti ali obstajajo statistično značilne 
razlike med vzporedno pridobljenimi rezultati oz. v učinkovitosti njihovega 
pridobivanja s primerjanima aparatoma; 
 diagnostično ovrednotiti test za presejalno testiranje anti-eritrocitnih protiteles; 
 na osnovi analize validacijskih rezultatov ter izsledkov in opažanj tekom izvedbe 
testiranj oceniti praktično uporabnost analizatorja Ortho Vision® za rutinsko delo v 
imunohematološkem laboratoriju na Odseku za imunohematološko testiranje krvodajalcev 
na ZTM. 
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3 MATERIALI IN METODE DELA 
 
3.1 BIOLOŠKI VZORCI 
V sklopu vseh načrtovanih testiranj smo testirali 1.246 vzorcev venske krvi krvodajalcev, 
odvzetih v epruvete z antikoagulantom EDTA, med 5. 12. 2016 in 23. 2. 2017. Vsi vzorci 
so bili predhodno testirani na obstoječem avtomatiziranem robotu Techno Twin (Bio-Rad, 
Švica) v okviru rutinskega testiranja na Odseku za imunohematološko testiranje 
krvodajalcev na ZTM. Naslednji delovni dan smo na Odseku za imunohematološko 
testiranje krvodajalcev iste vzorce testirali še z avtomatiziranim analizatorjem Ortho 
Vision
®
. Vzorce smo hranili do 42 dni na od 2 do 8 °C v hladilnih omarah Sanyo MPR-
1410 in MPR-1411. Za primerjalno testiranje smo uporabili tudi kotrolne vzorce EDQM 
(vzorci krvi z neznano vsebnostjo za ocenjevanje kakovosti in zanesljivosti pridobljenih 
rezultatov), ki smo jih shranjevali pod enakimi pogoji. 
Krvne vzorce krvodajalcev smo razdelili v dve skupini: 
1) Izbrani vzorci krvodajalcev, glede na zastavljene algoritme testiranja: 1.167 vzorcev, 
izbranih iz »Izpisa podatkov o krvi za grupni laboratorij po datumu« hišnega 
informacijskega sistema DATEC, kamor so se rezultati rutinskih testiranj avtomatsko 
prenašali z robota Techno Twin. Ti vzorci niso potrebovali nobene posebne 
predpriprave za izvedbo testov.  
2) Izbrani posebni vzorci za primerjalno testiranje: 73 posebnih vzorcev z že znanimi 
rezultati in 6 kontrolnih vzorcev. V primeru neskladnih ali neustreznih rezultatov, 
predhodno pridobljenih s testiranjem z robotom Techno Twin, so bili vzorci zadržani in 
razširjeno testirani, dokler zaključeni rezultati niso bili ovrednoteni kot pravilni. V 
sklopu ICT potrjeno pozitivnih vzorcev ter ICT, izvedenih s testnimi eritrociti, ki smo 
jih za namen testiranja predhodno združili z mešanjem reagentov 0,8 % Selectogen® I 
in 0,8 % Selectogen
®
 II v razmerju 1:1, jih je bilo 15 ročno pripravljenih iz odvzete 
plazme krvodajalcev in uporabljenih izključno za načrtovani validacijski postopek. 
Prva 2 sta bila vzorca plazme krvodajalca (testiranje dveh zaporedno odvzetih vzorcev 
večkratnega krvodajalca) z znanima rezultatoma testiranja, naslednjih 6 pa smo 
pripravili s serijskim redčenjem drugega plazemskega vzorca tako, da smo v epruveto 
številka 3 prenesli 3 ml vzorca iz druge epruvete ter jih razredčili z 1,5 ml fosfatnega 
pufra. Redčitveni niz smo nadaljevali na enak način še petkrat, tako, da smo na koncu 
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dobili 6 redčin drugega plazemskega vzorca, v razmerjih 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 in 1:32. Po 
3 ml preostalih 7 vzorcev plazme pa smo zgolj prenesli v steklene epruvete, v katere 
smo odpipetirali po 1,5 ml pufra (razmerje 1:2). Vse vzorce smo v naslednjem koraku 
ustrezno kodirali s črtnimi kodami, da jih je analizator lahko registriral s pomočjo 
vgrajenega čitalca. Uporabili smo črtne kode, pritrjene na obrazce »Naročilnica za 
eritrocitne imunohematološke preiskave«. En izvod kode smo prilepili na vzorec, 
drugega pa v razpredelnico z oznakami vseh 15 uporabljenih vzorcev. 
 
3.2 REAGENTI 
 Testne kartice Ortho BioVue® cassettes (Ortho-Clinical Diagnostics, Združeno 
kraljestvo) (Preglednica II). 
 
Preglednica II: Uporabljene testne oz. reagenčne kartice (31–37). 
Naziv kartice / 
referenčna številka 
Sestava mikrokolon Reagent v topilu Uporaba 
ABO-Rh/Reverse /  
707155 
 
 
 
 
Vse mikrokolone (ne 
glede na tip kartic) 
vsebujejo naslednje 
sestavine: raztopino 
pufra z BSA, 
markomolekule za 
ojačevanje 
aglutinacije, 
konzervans – 0,1 % 
natrijev azid in 
0,01M EDTA 
Anti-A (mešanica mišjih 
mAb IgM) 
Anti-B (mešanica mišjih 
mAb IgM) 
Anti-D (človeška mAb 
IgM) 
Neposredno in 
reverzno določanje KS 
AB0 ter prisotnosti Ag 
D sistema Rh 
ABD Confirmation /  
707135 
Anti-A (mešanica mišjih 
mAb IgM) 
Anti-B (mešanica mišjih 
mAb IgM) 
Anti-D (človeška mAb 
IgM) 
Potrjevanje KS AB0 in 
prisotnosti Ag D 
sistema Rh 
Rh/K /  
707250 
Anti-C 
Anti-E 
Anti-c 
Anti-e 
Anti-K 
(vsa so človeška mAb 
IgM) 
Določanje fenotipa Rh 
in Ag K 
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Naziv kartice / 
referenčna številka 
Sestava mikrokolon Reagent v topilu Uporaba 
Anti Human Globulin 
Polyspecific /  
707350 
 
 
 
Vse mikrokolone (ne 
glede na tip kartic) 
vsebujejo naslednje 
sestavine: raztopino 
pufra z BSA, 
markomolekule za 
ojačevanje 
aglutinacije, 
konzervans – 0,1 % 
natrijev azid in 0,01M 
EDTA 
Mešanica pAb anti-IgG 
in mAb anti-C3d 
(kombinacija mišjih in 
kunčjih mAb) 
DAT (detekcija aloAb, 
avtoAb), IAT 
Anti Human Globulin 
anti-IgG 
Monospecifičen AHG: 
kunčja pAb anti-IgG 
DAT, IAT, določanje 
Ag: D
u
, Fya, Fyb, 
Cellano (k), S, s 
Reverse Diluent /  
707550 
/ Določanje anti-
eritrocitnih Ab 
(neposredna 
aglutinacija), določanje 
Ag:  Jk
a
, Jk
b
 in 
različice DVI 
Neutral /  
707650 
/ Določanje anti-
eritrocitnih Ab 
(neposredna 
aglutinacija), določanje 
Ag M in C
w 
 
 Testni eritrociti za reverzno določanje KS AB0 ter za izvedbo antiglobulinskega testa 
(Ortho-Clinical Diagnostics, ZDA): 
 0,8 % Affirmagen® (A1&B); dve 10 ml viali človeških testnih eritrocitov s KS A1 
in B za odkrivanje pričakovanih Ab proti KS AB0 z reverznim delom določanja 
KS AB0 v preiskovanem serumskem vzorcu; 0,8 % suspenzija eritrocitov Rh 
negativnih donorjev v pufru z nizko ionsko močjo in z dodatkom EDTA, za 
preprečevanje hemolize, ki jo lahko povzroči aktivacija komplementa po vezavi 
Ab (38). 
 0,8 % Selectogen®; dve 10 ml viali človeških testnih eritrocitov s KS 0 in z 
naborom izraženih klinično pomembnih ter redkejših Ag za detekcijo 
nepričakovanih Ab v serumu preiskovanca z antiglobulinskim testom (IAT); 0,8 % 
suspenzija eritrocitov v pufru z nizko ionsko močjo (39). 
 0,8 % Surgiscreen
®
; tri 10 ml viale človeških testnih eritrocitov s KS 0 in z 
naborom izraženih klinično pomembnih ter redkejših Ag za detekcijo 
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Vse suspenzije testnih eritrocitov so pripravljene v kompletih in jih moramo ob prvi 
uporabi v sistemu registrirati. Preden jih namestimo na ustrezna mesta v rotorju, jih s 
krožnimi gibi rahlo premešamo, da se celice popolnoma suspendirajo in, da odstranimo 
morebitne mehurčke s površine. Na odprte viale namestimo posebne pokrovčke (ORTHO 
VISION
®
 Evaporation Cap, Ortho-Clinical Diagnostics), ki zagotovijo stabilnost 
reagentov. Po končanih analizah reagente, skladno z navodili proizvajalca, odstranimo iz 
sistema in jih shranimo v hladilniku (2–8 °C) do naslednje uporabe oz. do poteka roka 
uporabnosti. 
 
 Testni serumi za izvedbo kvalitativnega testa prisotnosti eritrocitnih Ag v 3 ali 5 ml 
vialah (Alba Bioscience Ltd., Združeno kraljestvo): 
 Ortho® Sera Anti-Fya (človeška mAb IgG, < 0,1 % natrijev azid in ojačevalci 
aglutinacije) 
 Ortho® Sera Anti-Fyb (človeška pAb IgG, 0,1 % natrijev azid in BSA) 
 Ortho® Sera Anti-Jka (človeška mAb IgM, < 0,1 % natrijev azid in ojačevalci 
aglutinacije) 
 Ortho® Sera Anti-Jkb (človeška mAb IgM, < 0,1 % natrijev azid, ojačevalci 
aglutinacije in BSA) 
 Ortho® Sera Anti-M (Anti-MNS1) (mišja mAb IgG, < 0,1 % natrijev azid in 
ojačevalci aglutinacije) 
 Ortho® Sera Anti-S (Anti-MNS3) (človeška mAb IgG, < 0,1 % natrijev azid, 
ojačevalci aglutinacije in BSA) 
 Ortho® Sera Anti-s (Anti-MNS4) (človeška mAb IgG, < 0,1 % natrijev azid, 
ojačevalci aglutinacije in BSA) 
 Ortho® Sera Anti-D (IAT) (človeška mAb IgM/IgG, 0,1 % natrijev azid in BSA) 
 Ortho® Sera Anti-D (DVI) (človeška mAb IgM, < 0,1 % natrijev azid, ojačevalci 
aglutinacije in BSA) 
 
nepričakovanih Ab v serumu preiskovanca z antiglobulinskim testom (IAT); 0,8 % 
suspenzija eritrocitov donorjev s tremi različnimi fenotipi Rh, v pufru z nizko 
ionsko močjo (40). 
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Reagenti v 3 ml vialah (Ortho-Clinical Diagnostics, ZDA): 
 Anti-Cellano (anti-KEL2) (človeški serum s pAb anti-k, 0,1 % natrijev azid, NaCl 
in BSA) 
 Anti-Cw (anti-RH8) (človeški serum s pAb IgM, 0,1 % natrijev azid, NaCl in BSA) 
 
 Kontrolni reagenti: 
 Ortho
 
Confidence
®
 WB; komercialno dostopni komplet za kotrolo kakovosti 
delovanja sistema, pravilnosti izvedbe testov, ustreznosti reagentov in kartic, za 
uporabo vzorcev polne krvi; vsebuje tri reagente: 3 % suspenzijo človeških testnih 
eritrocitov s KS A1B v 10 ml viali; 3 % suspenzijo človeških testnih eritrocitov s KS 
0 in RhD v 10 ml viali ter kombinacijo mišjih mAb anti-A in anti-B in človeških Ab 
IgG anti-D v 2 vialah s po 8 ml (Alba Bioscience Limited, Združeno kraljestvo) (41). 
 
 
3.3 KEMIKALIJE/RAZTOPINE 
 Fiziološka raztopina (0,9 % NaCl) 
 ORTHO® 7 % BSA (vodna raztopina govejega serumskega albumina z anorganskimi 
solmi in konzervansi, 5-mililitrska viala) (Ortho Clinical Diagnostics, ZDA) 
 Raztopina natrijevega hidroksida (0,1 M NaOH) 
 Deionizirana voda 
 70 % izopropanol 
 Fosfatni pufer 
 
3.4 LABORATORIJSKA OPREMA IN OSTALI PRIPOMOČKI 
 Avtomatizirani laboratorijski analizator ORTHO VISION® (Ortho-Clinical Diagnostics, 
Združeno kraljestvo, referenčna številka: 6904579) 
 Računalniški program Ortho-Clinical Diagnostics Vision application software 
 Tiskalnik 
 Stojala za epruvete (Ortho-Clinical Diagnostics, Združeno kraljestvo) 
 Stojala za kartice in reagente (Ortho-Clinical Diagnostics, Združeno kraljestvo) 
 ORTHO VISION® dilucijske posodice (Ortho-Clinical Diagnostics, Združeno 
kraljestvo) 
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 ORTHO VISION® pokrovčki proti izhlapevanju reagentov (Ortho-Clinical Diagnostics, 
Združeno kraljestvo) 
 Rokavice iz lateksa za enkratno uporabo 
 Posoda za odlaganje infektivnih odpadkov 
 Mehanska pipeta s prilagodljivim volumnom (Bio-Rad, Švica) 
 Nastavki za pipeto (Bio-Rad, Švica) 
 Laboratorijski material: erlenmajerice, čaše, epruvete, Pasteurjeve pipete, merilni valji 
 Hitri vodič Ortho Vision® Quick Guide V4 (Ortho-Clinical Diagnostics, Združeno 
kraljestvo) 
 Navodila za uporabo Ortho BioVue® Cassettes: Reference Guide (Ortho-Clinical 
Diagnostics, Združeno kraljestvo) 
 Priročnik za uporabnike ORTHO BioVue® Cassettes: Self-Service Customer 
Procedures Guide (Ortho-Clinical Diagnostics, Združeno kraljestvo) 
 
3.5 EKSPERIMENTALNO DELO 
3.5.1 PRINCIP IN POTEK IMUNOHEMATOLOŠKEGA TESTIRANJA NA 
ANALIZATORJU ORTHO VISION
®
 
Analizator Ortho Vision
®
 je namenjen avtomatiziranemu izvajanju imunohematoloških 
testov in vitro. Izkorišča metodo aglutinacije v koloni, z uporabo tehnološko napredne 
tehnike s steklenimi mikrokroglicami v reagenčnih karticah sistema Ortho BioVue®. 
Omogoča analizo vzorcev v obliki centrifugirane polne krvi, koncentriranih eritrocitov ali 
eritrocitne suspenzije (0,8 % ali 3–5 %) ter plazme in seruma. Omogoča popolnoma 
avtonomno analizo (t. i. »walk-away«) izbranih vzorcev, ki traja do 4 ure, z možnostjo 
prednostnega testiranja vzorcev, za katere potrebujemo takojšen rezultat. Vse procesne 
faze, vključno z napredno digitalno slikovno diagnostiko in končnim prikazom 
interpretiranih rezultatov, ki se lahko prenašajo v LIS, se izvajajo samodejno. 
V okviru internega projekta, namenjenega kvalifikaciji analizatorja Ortho Vision
®
, je pred 
validacijo postopka imunohematološkega testiranja krvi krvodajalcev z reagenti 
proizvajalca
 
Ortho-Clinical Diagnostics, na ZTM, v času od 5. do 7. 12. 2016, potekal 
uvajalni seminar z usposabljanjem sodelujočih na projektu. V tem času je bil analizator že 
nameščen na predvideno mesto na Oddelku za imunohematološko testiranje krvodajalcev, 
ob izpolnjevanju specificiranih validacijskih pogojev (temperaturno območje delovanja: 
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18–30 °C, relativna vlažnost zraka v prostoru: 15–85 % ter nadmorska višina 0–2.438 m), 
pa tudi programski sistem aparata je bil že ustrezno konfiguriran (9). Izobraževanje 
izvajalcev analiz je vključevalo naslednje postopke: zagon in dnevno upravljanje z 
analizatorjem, rokovanje z reagenti, vzorci, tekočinami in odpadom, vzdrževanje, sistem 
kontrole kakovosti, ustvarjanje profilov želenih testov ter poročanje rezultatov. Za 
rokovanje z opremo in izvajanje postopkov smo pri delu uporabljali priloženo sistemsko 
dokumentacijo Ortho Vision
®
. O morebitnih nejasnostih in nepričakovanih izidih med 
delom smo poročali službi za podporo in servis podjetja, ki je dobavilo aparat. Kot prvi je 
bil ustvarjen profil za prvo serijo kontrolnega reagenta polne krvi (Ortho
 
Confidence
® 
WB), in sicer v sistemu profilov kontrole kakovosti. Uporabili smo ga za sistemski 
kakovostni pregled serije kartic in reagentov ter procesa delovanja aparata oz. opreme. Ta 
profil za zagotavljanje kakovosti smo kasneje uporabili zgolj enkrat, in sicer mesec dni po 
zaključenem usposabljanju. Kasneje smo morali izvesti novo registracijo kompleta kontrol 
z drugimi serijskimi številkami, pri čemer je črtne kode prebral čitalec, rok uporabnosti pa 
smo vnesli ročno. Za izvedbo kontrol smo nato tekom celotnega procesa validacije 
uporabljali komplet kontrol s pretečenim rokom trajanja zaradi nepredvidene potrebe po 
dodatni preskrbi s tovrstnim reagentom s strani podporne službe, na kar nas je analizator 
med izvajanjem analiz ves čas opozarjal. V programskem sistemu smo ustvarili tudi 
samostojne in kombinirane profile za izvedbo želenih imunohematoloških testov, glede na 
izbrane vrste vzorcev. Testne sheme s števili vključenih vzorcev, vrstami izvedenih testov 
in ugotovljenimi posebnostmi, so prikazane v Preglednicah III in IV. 
 
Preglednica III: Število vzorcev krvi krvodajalcev in nabor testov, opravljenih v okviru 1. dela testiranja. 
Preiskave KS 
AB0 
ICT KS AB0 
in RhD 
potrditev 
Fenotip 
Rh + Ag 
K 
Ag 
k 
Ag 
C
w
 
DCT Ag Šibki 
D 
(D
u
) 
D
VI
 
Število 
vzorcev 
 
 
200
1 
 
 
1.000
2 
 
 
200
3 
 
 
200 
 
 
12 
 
 
7
4
 
 
 
156 
 
 
156
5 
 
 
32
6 
 
 
200
7
 
1
 Od teh, 120 RhD-pozitivnih vzorcev vseh krvnih skupin in 80 RhD negativnih vzorcev vseh krvnih skupin. 
2
 Skupno število vseh testiranih vzorcev, z vključenimi vsemi 200 vzorci, ki smo jim določali KS AB0. 
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3
 Izbor vzorcev, ki še niso imeli določenega fenotipa Rh in antigena Kell ali pa sta bila fenotip in Ag K 
določena zgolj enkrat (t. i. 1. in 2. odvzemi). 
4
 Vseh 7 vzetih iz nabora 156 vzorcev, ki smo jih analizirali z DCT in testom na prisotnost Ag. 
5
 Oznaka Ag v tem primeru predstavlja eritrocitne Ag iz sistemov Duffy, Kidd in MNS. 
6
 Določitev samo v primeru RhD-negativnih vzorcev, odkritih med določanjem KS AB0. 
7
 Določitev v vseh 200, tako RhD-negativnih kot RhD-pozitivnih vzorcih, ki smo jim določili KS AB0. 
 
Preglednica IV: Število posebnih vzorcev in kontrol ter nabor testov, izvedenih v okviru 2. dela testiranj. 
Preiskave Kontrole 
EDQM 
Šibek D 
(D
u
) 
KMC 
(DCP) 
ICT – 
potrjeni, 
pozitivni 
DCT – 
potrjeni, 
pozitivni 
AB0 - 
zadržani 
Število 
vzorcev 
 
 
6
8
 
 
 
21
9 
 
 
3
10 
 
 
33 + 15
11 
 
 
8 
 
 
8
12
 
8
 Kontrole za izvedene teste: KS AB0/RhD, fenotip Rh in Ag K, ICT in DCT. 
9
 Izbrani vzorci za testiranje KS RhD in D
u
. 
10
 Testi: KS AB0/RhD, potrditveno določanje KS AB0/RhD, fenotip Rh in Ag K ter ICT. 
11
 Test ICT, ki smo ga izvedli v dvojniku, zaporedno in test ICT, izveden z reagentom z združenimi testnimi 
eritrociti, ki je bil predpripravljen z mešanjem dveh reagentov, 0,8 % Sel I in 0,8 % Sel II, v razmerju 1:1 (25 
gtt 0,8 % Sel I in 25 gtt 0,8 % Sel II). 
12
 Vzorci, zadržani zaradi neskladnih rezultatov, zlasti neskladij med neposrednim in reverznim določanjem 
krvne skupine AB0, po izvedbi testov: KS AB0/RhD, fenotipa Rh in Ag K ter ICT. 
 
Pred vsako uporabo analizatorja smo vedno najprej preverili, da v njem ni zaostalih oz. 
pozabljenih testnih reagentov ali vzorcev ter, da sta predalnika za ročni pregled kartic in za 
odpadne kartice prazna. Z odpadnimi karticami smo ravnali kot s potencialno kužnim 
materialom, ob doslednem upoštevanju laboratorijskih predpisov. Sistem smo vklopili, se 
identificirali z ustreznim dodeljenim uporabniškim računom (OIHD) in počakali na 
inicializacijski postopek (preverjanje strojne opreme in zaloge komponent). Pred kakršnim 
koli testnim naročilom in rokovanjem z reagenti smo vedno najprej opravili proces 
vzdrževanja komponent ali sistema, in sicer glede na časovne intervale izvedbe 
posameznih analiz, na dnevni, tedenski ali mesečni ravni. Dnevno, 15-minutno 
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vzdrževanje je omejeno le na dekontaminacijo vzorčevalne sonde oz. igle, ki vzorči 
reagente, vzorce in testne eritrocite. Čeprav se po vsakem odvzemu spira z deionizirano 
vodo, jo moramo vsakodnevno sprati še z 0,1 M NaOH in s 7 % raztopino BSA, ki ju, po 
vnosu ukaza za zagon v pogledu »Maintenance«, namestimo v stojalo za diluente v zunanji 
del rotorja (10 ml vialo s 5 ml 0,1 M NaOH na položaj 3, 5 ml vialo s 7 % BSA pa na 
položaj 2). Po spiranju smo iglo, skladno z navodili programskega čarovnika, še ročno 
obrisali s papirnato brisačo, navlaženo s 70 % izopropanolom. Tedensko vzdrževanje 
vključuje dekontaminacijo sistema tekočin ter test črpalke. V ta namen smo, po sprožitvi 
ukaza za izvedbo, izpraznili vsebnik z odpadom ter v posodi za deionizirano vodo in 
fiziološko raztopino natočili 70 % izopropanol, in sicer v prvo 400 ml, v drugo pa 600 ml 
in ju vstavili v sistem. Po končanem postopku dekontaminacije smo obe posodi izpraznili, 
sprali z deionizirano vodo in ju ponovno napolnili, tokrat s po 900 ml deionizirane vode in 
4.700 ml fiziološke raztopine. Zatem smo izpraznili vsebnik z odpadom in ga splaknili z 
navadno vodo. Za izvedbo črpalnega testa smo potrebovali epruveto z dimenzijami 
16 x 100 mm, ki smo jo namestili na mesto 1 vzorčnega stojala, kjer jo je sistem 
samodejno dvakrat zaporedoma napolnil s fiziološko raztopino, ki smo jo vsakič, 
upoštevajoč navodila, odlili. Tedensko vzdrževanje je seveda neločljivo z dnevnim, tako da 
je dekontaminaciji obeh vsebnikov vedno sledilo tudi čiščenje igle.  
Čiščenje analizatorja in njegovih komponent sodi v obvezno mesečno vzdrževanje. Vse 
ostale teste, npr. test volumna pipetiranja, test čitalcev kod, test zaklepanja vrat in druge, 
pa izvajamo po potrebi (42). 
V naslednjem procesnem koraku smo v temperaturno nadzorovano (18–25 °C) nalagalno 
postajo namestili dilucijske posodice, v pripadajoča stojala pa suspenzije kontrolnih 
eritrocitov in reagente Ortho
® 
Sera. Med nameščanjem testnih eritrocitov, serumskih 
reagentov, raztopine BSA (7 %) in NaOH (0,1 M) za čiščenje ter dilucijskih posodic v 
rotor, se moramo prepričati, da so vsi omenjeni pravilno razporejeni in s črtnimi kodami 
obrnjenimi tako, da jih optični čitalec odčita. Tiste reagente, ki jih moramo mešati (npr. 
eritrociti), moramo namestiti v notranji del rotorja, ostale (npr. serume Ortho
®
 Sera), ki ne 
potrebujejo mešanja ter vzorce, pa v njegov zunanji del. Dilucijske posodice, ki so 
namenjene pripravi eritrocitnih suspenzij ali redčin seruma/plazme namestimo v zgornji 
zunanji del rotorja (42). 
Pri nameščanju testnih kartic v za to namenjen predalnik moramo biti pozorni, da niso  
poškodovane in, da v njih ni prisotnih mehurčkov. Kartice se namreč vrednotijo kot 
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neuporabne, kadar: vsebujejo zračne mehurčke v steklenem delu mikrokolone, neustrezne 
količine diluenta (kadar je njegov nivo pod vrhom steklenega dela), ali imajo spremenjeno 
barvo (morebitna bakterijska kontaminacija). Zato jih moramo pred uporabo najmanj 4 dni 
hraniti na sobni temperaturi (44). 
V naslednji stopnji smo, v kolikor je bilo to potrebno in nas je računalnik na to opozoril, 
izvedli korak polnjenja tekočin in sočasnega praznjenja odpada v tekočinskem sistemu. Ob 
prvi uporabi aparata smo prvi vsebnik napolnili s približno 7,4 l fiziološke raztopine, 
drugega pa s približno 1 l deionizirane vode. Med praznjenjem odpadnih tekočin smo 
ravnali podobno kot med odstranjevanjem uporabljenih kartic, torej previdno in skladno s 
predpisi za rokovanje z biološko nevarnim materialom. Ko smo analizator pripravili za 
izvedbo meritev, smo vanj, natančneje v za to predvidena stojala s premeri po 13 mm, 
namestili vzorce. Večina teh je bila že pripravljena za analizo, z izjemo 15 posebnih 
plazemskih vzorcev, ki smo jih predhodno pripravili ročno z redčenjem. V nekaterih 
primerih smo zaradi viška plazme, del le-te morali odstraniti s Pasteurjevo pipeto. Črtne 
kode na vzorcih smo obrnili tako, da jih je optični čitalec lahko prebral, s čimer jih je 
sistem ustrezno registriral. Posebej smo označili vse vzorce, ki smo jih želeli vključiti v 
izvedbo posameznega testnega profila in izbrali možnost t. i. paketnega naročila testov 
(funkcija »Batch order«). Pred zagonom aparata smo morali izbrati še testni profil ter vrsto 
vzorca (npr. serum), izbor pa potrditi z dotikom oznake »Save and Start« na zaslonu. Vse 
izbrane teste in interpretacijo njihovih rezultatov pa je analizator izpeljal samodejno. 
Po zagonu je roka za pipetiranje v fazi vzorčenja pripravila suspenzije z ustreznimi 
koncentracijami eritrocitov oz. redčitvami serumskih/plazemskih vzorcev v dilucijskih 
posodicah, nato pa jih prenesla v mikrokolone ustreznega tipa kartic, lociranih v enem 
izmed inkubatorjev (notranjem s temperaturo okoli 37 °C ali zunanjem s sobno 
temperaturo). Roka za pipetiranje prenese tudi vse potrebne reagente v reakcijske dele 
mikrokolon, kjer poteče reakcija Ag-Ab. Po končani inkubaciji pomična robotska roka 
prenese kartice v centrifugo, ki omogoča centrifugiranje v dveh stopnjah, s centrifugalno 
silo 50–60 G (783,3–803,3 obratov na minuto) ali 194–204 G (1.499,9–1.519,9 obratov na 
minuto) (9). Centrifugalna sila potisne senzibilizirane eritrocite iz reakcijskega dela 
mikrokolone v njen spodnji, ožji del s steklenimi mikrokroglicami. Ti pa se nato, glede na 
njihovo velikost, ustavijo v različnih plasteh matriksa. Neaglutinirani eritrociti vedno 
potujejo na dno kolone. V primeru izvedbe posredne aglutinacije se AHG nahaja v 
polimernem diluentu z določeno gostoto v reakcijskem delu mikrokolone, kjer preprečuje 
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prehod serumskih globulinov v kolono, v katero lahko tako selektivno potujejo le 
senzibilizirani eritrociti. Prednost te metode aglutinacije je predvsem v skrajšanem času 
izvedbe zaradi izločitve koraka predhodnega spiranja eritrocitov (21). 
Ko analizator zaključi izvedbo programiranega nabora testov v okviru izbranega profila, 
premična robotska roka posamezne kartice postavi v digitalni fotografski sistem, kjer jih 
aparat obojestransko fotografira, posnetke pa pošlje v računalnik, ki analizira in interpretira 
rezultate. Digitalne slike kartice z ovrednotenimi stopnjami jakosti aglutinacije v 
posameznih mikrokolanah ter končne, uspešno pridobljene rezultate (kategorija 
»Accepted«), sistem prikaže na zaslonu. Pri tem ponuja možnost povečave slik 
posameznih mikrokolon, preklop sprednjega na zadnji pogled posamezne kartice ter 
preklop med črno-belim in barvnim slikovnim prikazom. Jakost aglutinacije sistem 
vrednoti s stopenjskim sistemom ocenjevanja od 0 do 4+, pri čemer pomeni 0 negativno 
reakcijo oz. odsotnost aglutinacije eritrocitov, 4+ pa najmočnejšo pozitivno reakcijo (Slika 
4). V primeru, da računalnik v določeni kartici ne uspe interpretirati rezultata in zahteva 
nadaljnjo obravnavo, se ta premakne v predalnik za ročni pregled kartic, nezaključen 
rezultat pa se označi z opombo »Review Required (Completed)«. V tem primeru je 
potrebno ročno posredovanje za morebitno zaključitev rezultata. 
 
 
    4+    3+    2+   1+   0 
Slika 4: Prikaz interpretacij rezultatov reakcij aglutinacije v mikrokoloni; povzeto po (44). 
 
Razlaga določanja stopnje aglutinacije s sistemom Ortho Biovue® (45): 
0
 Posamezni, nezlepljeni eritrociti preidejo matriks steklenih mikrokroglic in tvorijo usedlino celic 
na dnu kolone – odsotnost aglutinacije oz. negativna reakcija. 
1+ Večina aglutiniranih eritrocitov se nahaja v spodnjih plasteh oz. v spodnji polovici mikrokolone, 
ob tem pa je še vedno prisotna plast neaglutiniranih celic na dnu kolone. 
2+
 Aglutinirani eritrociti so razporejeni vzdolž celotne mikrokolone, pri čemer na njenem dnu še 
vedno opazimo nezlepljene celice. 
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3+
 Večina aglutiniranih eritrocitov ostane v zgornji polovici mikrokolone. 
4+
 Aglutinirani eritrociti tvorijo pas celic na površini mikrokolone. 
*0,5+ Sistem kartic Ortho Biovue
®
 opredeljuje tudi stopnjo jakosti aglutinacije 0,5+, ki pa je od 
popolnoma negativne reakcije le težko razlikujemo; na dnu mikrokolone je namreč v tem primeru 
prisoten sediment z nekaj aglutiniranimi eritrociti, kar je značilno za šibko reaktivne Ag ali šibko 
reaktivna Ab. 
 
Kljub možnosti za zavrnitev ali nadaljnje urejanje rezultatov, smo v takih primerih vedno 
izbrali možnost njihove potrditve, obenem pa skrbno zabeležili vse dogodke v zvezi z 
nezmožnostjo analizatorja za intepretacijo rezultata in jih nato upoštevali pri končnem 
primerjanju z rezultati, predhodno pridobljenimi z referenčnim avtomatskim analizatorjem 
Techno Twin. S pritiskom na »Show Details« v pogledu »Results« pa lahko dostopamo še 
do dodatnih informacij o posameznem rezultatu. V primeru dvomljive reakcije v 
mikrokoloni (označene z »?«), je sistem ob njeni sliki podal okrajšavo za zaznano napako. 
Tudi take rezultate smo, tako kot ostale nezaključene, ročno potrdili z ukazom »Accept 
Result« v pogledu »Show Details«.  
Z vsemi zbranimi, računalniško ovrednotenimi rezultati v obliki seznama smo nato 
postopali tako, da smo v pogledu »Results« izbrali možnost »Show Lab Report« za vse 
skladne rezultate ali »Show Order Report« za nepričakovane rezultate posameznih 
vzorcev. Obe kategoriji rezultatov smo natisnili (dotik ikone tiskalnika), nato pa jih še 
ročno arhivirali. To smo storili tako, da smo v orodni vrstici »Results« izbrali možnost 
izbora vseh zaključenih rezultatov »Enable Multiselect« ter arhiviranje zaključili z dotikom 
oznake »Archive Order«. 
Skladno s priporočili proizvajalca smo na mesečni ravni vse arhivirane rezultate varnostno 
kopirali v zunanji pomnilnik (USB-ključ), in sicer v formatu PDF. Najprej smo v 
nastavitvenem meniju (»Setup«) potrdili ukaz za zaustavitev trenutnih aktivnosti z dotikom 
oznak »Stop Processing« in »Start Back Up«, nato pa sledili nadaljnjim navodilom 
programskega čarovnika. 
 
3.5.2 POSTOPKI IZVEDBE POSAMEZNIH TESTOV, PO SKLOPIH TESTNIH 
PROFILOV 
V okviru 1. sklopa testiranj smo, skladno z naborom preiskav, izbranih za namen 
validacije, ter na osnovi že znanih referenčnih rezultatov, uporabili ustrezen testni profil s 
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točno določeno sestavo testov. V 2. sklopu testiranj pa smo za načrtovani nabor preiskav 
uporabili bodisi posamezen testni profil ali pa njihove različne kombinacije. Tako smo npr. 
za izvedbo testov s kontrolami EDQM uporabili 1. in 4. testni profil, za vzorce s prisotnim 
šibkim Ag D (Du) pa kombinacijo 1./2. in 5. profila (vsi omenjeni testni profili so 
predstavljeni v nadaljevanju). Pri testiranju vseh 33 vzorcev s predhodno referenčno 
določenimi pozitivnimi rezultati ICT pa smo vnesli ukaz za izvedbo analize (ICT) v 
dvojniku (zaporedno testiranje vseh vzorcev). 
 
3.5.2.1 1. TESTNI PROFIL: določanje KS AB0 ter RhD in njihovo potrditveno 
testiranje, določanje fenotipa Rh ter antigenov K in DVI, izvedba ICT 
Za izvedbo analiz smo predalnik za kartice napolnili z naslednjimi ID-karticami: AB0-
Rh/Reverse, ABD Confirmation, Rh/K ter Anti Human Globulin Polyspecific in Reverse 
Diluent. Glede na vrsto izbranega testa je analizator iz predalnika samodejno izbral 
ustrezne vrste kartic. Poleg tega pa smo potrebovali naslednje reagente: Ortho
®
 Sera Anti-
D (DVI), 0,8 % Affirmagen
®
, 0,8 % Selectogen
®
 oz. 0,8 % Surgiscreen
®
, ter v stojalu za 
diluente še 10 ml vialo s 5 ml 0,1 M NaOH za spiranje igle po prenosu reagenta DVI. Pri 
določanju KS AB0 in Rh D je robot v prve tri mikrokolone kartice AB0-Rh/Reverse 
odpipetiral eritrocite preiskovanca iz vzorca polne krvi (10 μl 3–5 % suspenzije eritrocitov, 
pripravljene s pomočjo fiziološke raztopine, ki se je nahajala v sistemu tekočin), 
nameščenega v zunanji rotor. Vzorec je odpipetiral tudi v četrto mikrokolono, ki je 
predstavljala negativno kontrolo. V zadnji dve mikrokoloni, ki nista vsebovali reagentov in 
sta služili za reverzno določanje KS AB0, pa je avtomatski pipetor dodal 50 μl 0,8 % 
suspenzije testnih eritrocitov Affirmagen
® ter 40 μl plazme preiskovanca, avtomatsko 
pripravljene iz vzorca polne krvi. Po poteku imunskih reakcij znotraj mikrokolon je 
robotska roka prenesla kartice v centrifugo, kjer so se centrifugirale 5 minut, nato pa v 
sistem za digitalno fotografiranje, kjer so bile posnete obojestranske slike mikrokolon. 
Sledila je avtomatska analiza reakcij in ovrednotenje končnih rezultatov. 
Za potrjevanje določenih KS AB0 in RhD smo v testni profil dodali analizo s testnimi 
karticami ABD Confirmation. Za testiranje enega vzorca smo porabili le polovico 
omenjene kartice, kajti pari mikrokolon 1 in 4, 2 in 5 ter 3 in 6 vsebujejo enake reagente, in 
sicer mAb anti-A (1 in 4), mAb anti-B (2 in 5) in mAb anti-D (3 in 6). V nalagalni postaji 
je po uspešni registraciji vzorca robotska roka za pipetiranje razredčila posamezen vzorec 
na želeno koncentracijo (3–5 % suspenzija preiskovančevih eritrocitov). Iz dilucijskih 
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posodic je nato v prve tri mikrokolone kartice, nameščene v inkubatorju s sobno 
temperaturo (21–27 °C), prenesla po 10 μl tako pripravljene suspenzije. Ker so reagenčna 
Ab sama sposobna povzročiti neposredno aglutinacijo, dodatni reagenti v tem analiznem 
postopku niso potrebni. Po inkubaciji sta sledila postopka centrifugiranje kartice ter 
ovrednotenje rezultatov na osnovi zajetih digitalnih fotografij. 
Prisotnosti Ag sistema Rh ter Ag K smo ugotavljali z uporabo testnih kartic Rh/K, ki 
vsebujejo naslednje reagente: Ab anti-C, anti-c, anti-E, anti-e in anti-K. Zadnja mikrolona 
služi kot negativna kontrola, saj v njej ni reagentov, temveč le ojačevalci reakcije. V 
primeru, da je negativna kontrola reaktivna, interpretacija rezultatov ni mogoča. Tako kot 
pri potrjevanju KS AB0 in RhD je robotika analizatorja samodejno pripravila delovno 
suspenzijo eritrocitov, ki jo je nato odpipetirala v vse mikrokolone kartice, nameščene v 
inkubatorju s sobno temperaturo. Količine odpipetiranega vzorca, temperatura inkubacije 
kartic in proces centrifugiranja so bili podobni kot pri predhodno opisanem procesu 
testiranja. 
Del testne sheme je bil tudi ICT, za izvedbo katerega smo uporabili ID-kartice AHG anti-
IgG ali AHG Polyspecific ter suspenzije testnih eritrocitov Selectogen
®
 ali Surgiscreen
®
. 
Postopek presejalnega testiranja anti-eritrocitnih Ab (ICT) je kot samostojni testni profil 
podrobneje opisan v  podpoglavju 3.5.2.3. Razlik v samih izvedbah testa ICT ni bilo, pač 
pa le v zasnovi testnih profilov. 
S serumom anti-D (DVI) in testnimi karticami Reverse Diluent smo ugotavljali prisotnost 
Ag D kategorije VI. Poudariti je potrebno, da ta test ni namenjen potrjevanju KS RhD.  
Protitelesa anti-D (DVI) razreda IgM so zaznala Ag tako, da so v primeru vezave nanje 
izzvala neposredno aglutinacijo. Robotika aparature je poskrbela za avtomatski prenos 
40 μl reagenta z omenjenimi Ab v zgornji del mikrokolone, čemur je sledilo spiranje igle z 
0,1 M NaOH, ki se je nahajala v  5 ml viali, nameščeni v zunanji rotor še pred zagonom 
testnega profila. Avtomatska roka za pipetiranje je, iz vzorca venske krvi posameznega 
preiskovanca in z uporabo fiziološke raztopine, v dilucijskih posodicah pripravila ustrezno 
suspenzijo eritrocitov. To je nato v 10 μl odpipetirala v mikrokolono omenjene kartice. 
Sledilo je cenrifugiranje, ki je eritrocite in/ali njihove agregate (v primeru prisotnosti Ag 
D
VI
) prisililo k potovanju skozi matriks steklenih mikrokroglic. 
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3.5.2.2 2. TESTNI PROFIL: določanje KS AB0 ter RhD in njihovo potrditveno 
testiranje, določanje fenotipa Rh ter antigenov K in DVI, izvedba ICT ter določanje 
D
u 
v Rh-negativnih vzorcih 
Sklop testov v okviru 2. testnega profila je bil enak tistemu iz 1., z izjemo dodanega testa 
za dokazovanje morebitne prisotnosti šibke različice Ag D (Du), a le v primeru vzorcev s 
potrjenim RhD-negativnim rezultatom. Takoj potem, ko je sistem določil KS RhD, je 
izvedel še test na morebitno prisotnost Du. Za algoritem testiranja smo torej uporabili 
enake reagenčne kartice kot v sklopu 1. testnega profila: AB0-Rh/Reverse, ABD 
Confirmation, Rh/K, Anti Human Globulin Polyspecific in Reverse Diluent, tem pa dodali 
še AHG Anti-IgG, za izvedbo testa Du. Prav tako smo poleg reagentov, ki smo jih uporabili 
že za izvedbo 1. testnega profila, Ortho® Sera Anti-D (DVI), 0,8 % Affirmagen®, 0,8 % 
Selectogen
®
 oz. 0,8 % Surgiscreen
®
, 10 ml viala s po 5 ml 0,1 M NaOH za spiranje igle po 
prenosu Anti-D (DVI), dodali še Ortho® Sera Anti-D (za izvedbo ICT). Za ugotavljanje 
prisotnosti Ag D
u
 je analizator v mikrokolone kartic, nameščenih v inkubatorju, prenesel 
po 40 μl seruma Anti-D (IAT). Iz vzorcev venske krvi krvodajalcev je samodejno pripravil 
ustrezne suspenzije eritrocitov (3–5 %) in jih nato v volumnih po 10 μl prenesel v 
posamezne mikrokolone na kartici. Sledila je 15-minutna inkubacija pri 37 °C, nato pa je 
robotska roka kartico prenesela v centrifugo. Po centrifugiranju je digitalna kamera 
obojestransko posnela reakcije v mikrokolanah, čemur sta, po prenosu slikovnih podatkov 
v glavni računalnik analizatorja, sledila obdelava in zaključek rezultatov. 
 
3.5.2.3 3. TESTNI PROFIL: presejalno testiranje na nespecifična anti-eritrocitna 
Ab z ICT  
V tem primeru smo uporabili testne kartice AHG anti-IgG ali AHG Polyspecific ter testne 
eritrocite 0,8 % Surgiscreen
®
 (zgolj za izvedbo prvih 45 testov) in 0,8 % Selectogen
® 
(za 
vse nadaljnje teste). Suspenzije celic smo namestili v notranji del rotorja, namenjen 
reagentom, ki jih je potrebno mešati. Analizator je nato v reakcijski del mikrokolon 
samodejno odpipetiral po 50 μl 0,8 % testne raztopine eritrocitov Surgiscreen® ali 
Selectogen
®
 ter po 40 μl plazemskega vzorca preiskovanca (vzorec njegove venske krvi 
smo pred začetkom analize vstavili v zunanji del rotorja). Kartice so se nato inkubirale 15 
minut pri 36,8 °C, kar je omogočilo senzitizacijo celic, nato pa jih je robotska roka 
premestila v centrifugo, kjer so se centrifugirale 5 minut, in sicer 1,5 min pri 793 
obratih/min in 3,5 min pri 1.509 obratih/min. Tekom centrifugiranja so se celice, glede na 
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velikosti nastalih agregatov (v primeru uspešne senzitizacije z Ab v plazmi in nato reakcije 
z AHG), razporedile v plasti steklenih mikrokroglic. Po zajemu obojestranskih digitalnih 
slik mikrokolon je sledila analiza rezultatov in njihov prikaz na zaslonu na dotik.  
 
 
3.5.2.4 4. TESTNI PROFIL: detekcija anti-eritrocitnih protiteles z DCT ter 
identifikacija eritrocitnih antigenov v primeru negativnega rezultata DCT 
Za izvedbo tega testnega profila smo uporabili naslednje kartice: AHG anti-IgG ali AHG 
Polyspecific za DCT,  za ugotavljanje prisotnosti eritrocitnih Ag pa še Reverse Diluent in 
Neutral, odvisno od sposobnosti Ab prisotnih v posameznem reagenčnem serumu, da 
povzročijo bodisi neposredno ali posredno aglutinacijo. V rotor smo, v namensko stojalo 
Ortho
®
 Sera za 4 reagente, vstavili viale z reagenti v izbranem zaporedju določanja 
morebitne prisotnosti eritrocitnih Ag, in sicer najprej s serumi anti-Fy
a
, anti-Fy
b
,
 
anti-M in 
anti-S, nato pa še s serumi anti-s, anti-Jka in anti-Jkb. Zaradi omejene kapacitete stojal (eno 
stojalo za 4 reagente) smo izvedli omenjeni test v dveh zaporednih stopnjah, z menjavo 
reagentov v stojalu po končani prvi fazi meritev. Robotska roka za pipetiranje je 
odpipetirala po 10 μl predhodno avtomatsko pripravljene 3–5 % suspenzije eritrocitov 
posameznega preiskovanca iz serije vstavljenih vzorcev, v ustrezne mikrokolone kartic z 
AHG. Sledilo je centrifugiranje kartic in nato njihova prestavitev v sistem za digitalno 
40 μl 
seruma 
50 μl 0,8 % 
raztopine testnih 
eritrocitov 
1. Inkubacija; 10–15 min pri 37 °C 
2. Centrifugiranje: 1,5 min pri 793 obratih/min      
in 3,5 min pri 1.509 obratih/min  
 
 
 
Rezultat: POZ. 
Rezultat: NEG. 
Slika 5: Shematski prikaz postopka presejalnega testiranja prisotnosti anti-eritrocitnih protiteles (ICT) z 
uporabo testnih kartic ORTHO Biovue
®
; povzeto po (46). 
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fotografiranje. Na koncu so se na zaslonu prikazali končni rezultat, ki smo jih potrdili. V 
kolikor je bil DCT negativen, je robot samodejno izvedel še dodatni test ugotavljanja 
prisotnosti eritrocitnih Ag, opisan v nadaljevanju (a, b in c), pri čemer je uporabil prej 
omenjene reagenčne serume. 
a) Detekcija Ag Fya, Fyb, S in s: ker Ab v reagenčnih serumih niso sposobna izzvati 
neposredne aglutinacije, smo za ugotavljanje prisotnosti teh Ag uporabili kartice 
AHG anti-IgG. Analizator je samodejno odpipetiral po 40 μl serumskega reagenta v 
reakcijske dele mikrokolon, nato pa vanje dodal še po 10 μl 3–5 % suspenzij 
eritrocitov posameznega preiskovanca, ki jo je predhodno avtomatsko pripravil iz 
vzorcev krvi s pomočjo fiziološke raztopine v sistemu. Dodani vzorec celic in 
reagent sta prešla v ozki, reakcijski del mikrokolone s centrifugiranjem, temu pa je 
sledila še 15-minutna inkubacija kartice pri 37 °C. 
b) Detekcija Ag Jka in Jkb: uporabljena reagenčna seruma anti-Jka in anti-Jkb 
povzročita neposredno aglutinacijo preiskovanih eritrocitov le v primeru, da so na 
njih izraženi Ag sistema Kidd. Robotska roka je v reakcijski del ustrezne 
mikrokolone ID-kartice Reverse Diluent odpipetirala 40 μl serumskega reagenta, 
nato pa še predhodno razredčen vzorec (10 μl) preiskovančevih eritrocitov. Pri tem 
testu inkubacija pri temperaturi nad 27 °C ni bila potrebna, saj so Ab IgM, ki jih 
vsebuje reagent optimalno reaktivna pri sobni temperaturi. Po uporabi reagenta 
anti-Jk
a
 je aparat obvezno spral mikropipeto z 0,1 M NaOH v viali (tako kot pri 
uporabi seruma anti-D oz. DVI), ki smo jo namestili v stojalo za diluente v 
zunanjem rotorju. Po 5-minutnem centrifugiranju je sistem avtomatsko 
fotodokumentiral in analiziral reakcije ter izpisal rezultate na zaslonu. 
c) Detekcija Ag M: izvedba je bila enaka kot pri postopku detekcije eritrocitnih Ag, 
opisanem v točki b, le da smo v tem primeru uporabili kartice Neutral in, da 
spiranje igle z 0,1 M NaOH ni bilo potrebno. 
 
3.5.2.5 5. TESTNI PROFIL: Du 
Profil smo uporabili za testiranje že znanih, šibkih različic Ag D. V ta namen smo 
uporabili kartice AHG anti-IgG ter reagent Sera anti-D (IAT). Postopek izvedbe je opisan 
v okviru nabora testov 2. testnega profila (podpoglavje 3.5.2.2). 
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3.5.2.6 6. TESTNI PROFIL: anti-k 
Testa na prisotnost Ag k (Cellano) nismo dodali v 4. testni profil za dokazovanje Ag 
sistemov Duffy, Kidd in MNS, saj ga je administrator sistema kreiral šele kasneje. Analiza 
prisotnosti Ag k ni vsebovala predhodnega testiranja na prisotnost eritrocitnih Ab (DCT), 
temveč samo posredno testiranje s serumskim reagentom Anti-Cellano (anti-KEL2) z 
uporabo reagenčnih kartic AHG anti-IgG. Postopek izvedbe je bil enak tistemu, ki smo ga 
opisali v točki a 4. testnega profila (podpoglavje 3.5.2.4). 
 
3.5.2.7 7. TESTNI PROFIL: anti-Cw 
Podobno kot 6. testni profil, je administrator tudi 7., namenjenega detekciji Ag C
w
 kreiral 
šele v drugem mesecu izvajanja testiranj. Za njegovo izvedbo smo uporabili kartice 
Neutral, v kombinaciji s serumskim reagentom Anti-C
w
 (anti-RH8), ki povzroči 
neposredno aglutinacijo eritrocitov, ki izražajo Ag Cw. Test je aparat izvedel tako, kot je 
opisano v točki b 4. testnega profila (podpoglavje 3.5.2.4), z eno samo razliko, in sicer, da 
smo uporabili kartice nevtralnega tipa, namesto tistih za reverzno testiranje. 
 
3.5.2.8 DODATNI TESTNI PROFIL: vrednotenje časovne učinkovitosti delovanja 
analizatorja 
Ta profil je vseboval dva testa, in sicer za potrjevanje že znanih KS AB0 in RhD ter ICT 
(izvedbi opisani v podpoglavjih 3.5.2.1 in 3.5.2.3), s katerima smo preverjali čas, potreben 
za njuno izvedbo, ki smo ga nato primerjali s časom, ki ga je za analizi potreboval 
referenčni robotizirani aparat Techno Twin. Za testiranja smo uporabili 14 izbranih 
vzorcev s poljubnimi KS, ki smo jih pred tem že testirali, skladno s shemo za pozitivne oz. 
negativne vzorce (določanje KS v okviru 1. in 2. testnega profila). 
 
3.6 ANALIZA PODATKOV 
Za statistično analizo rezultatov smo uporabili računalniška programa Microsoft® Office 
Excel
®
 2007 in IBM
® 
SPSS
® 
Statistics, verzija 22. 
S pomočjo programskega orodja Excel smo najprej določili deleže ujemajočih se oziroma 
neujemajočih se rezultatov, pridobljenih z obema analizatorjema in njihovo ustreznost 
ovrednotili glede na kriterije sprejemljivosti. Z izračunano stopnjo ujemanja rezultatov 
smo nato lahko napovedali analizno točnost. 
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Na nivojih posameznih testov smo za prvi izbor statistične metode nameravali uporabiti 
kontingenčne oz. kombinacijske tabele 2 x 2 in test χ2 za ugotavljanje statistične 
povezanosti dveh nominalnih spremenljivk. Vendar pa smo že pred uporabo načrtovanih 
statističnih orodij ugotovili, da bomo s tako pridobljenimi rezultati večinoma imeli težave. 
Omenjeni statistični testi so namreč omejeni z velikostjo pričakovanih frekvenc (ft) pri 
izvedbi statističnega testa χ2, pri čemer > 20 % analiziranih vzorcev eritrocitov ne sme 
imeti vrednosti ft < 5 ter nobeden od njih vrednosti ft < 1; v slednjem primeru bi bila 
alternativa uporaba Fisherjevega natančnega testa. Zato smo morali na večini nivojev 
statističnih analiz izbrati in uporabiti druge metode. Najprimernejši test za vrednotenje 
dveh diagnostičnih testov oz. para nominalnih (dihotomnih) spremenljivk bi lahko bil 
McNemarjev test, ki pa smo ga lahko uporabili le za statistično analizo rezultatov 2. sklopa 
testiranj (znani, ICT-pozitivni vzorci).  
Domneve o porazdelitvi frekvenc pozitivnih/negativnih rezultatov testiranj KS RhD z 
analizatorjem Ortho Vision
®
 smo analizirali s testom χ2 pri 5 % stopnji tveganja. Za 
primerjavo rezultatov zaznanih eritrocitnih Ag, pridobljenih z obema aparatoma smo 
uporabili večrazsežnostno kombinacijsko tabelo in test χ2, namenjen analizi podatkov v 
parih (McNemar-Bowker-jev test), pri čemer smo kot statistično značilne upoštevali 
vrednosti p < 0,05.  
Rezultate vseh izvedenih imunohematoloških testov, ki smo jih pridobili v okviru 1. in 2. 
sklopa testiranj, smo vključili v končno testiranje ničelne hipoteze H0, ki se glasi: 
učinkovitost pridobivanja rezultatov testov, izvedenih z obema aparatoma, je statistično 
primerljiva. Hipotezo smo preverjali z »znakovnim testom« (Sign test), ki smo ga izvedli z 
uporabo ustreznih orodji statističnega programa SPSS. 
Postopka testiranja prisotnosti anti-eritrocitnih protiteles v serumu preiskovancev (ICT v 
okviru 1. sklopa testiranj) z analizatorjem Ortho Vision
®
 ter testiranje specifičnosti znanih 
anti-eritrocitnih protiteles (2. sklop testiranj) z analizatorjem Techno Twin smo ovrednotili 
tudi na nivoju diagnostičnih občutljivosti in specifičnosti. V ta namen smo zbrane rezultate 
v obliki frekvenc najprej uredili v dvorazsežne kombinacijske tabele (kontingenčne tabele 
2 x 2) in nato pa, z uporabo naslednjih enačb, izračunali diagnostično občutljivost in 
specifičnost pri 95-% intervalu zaupanja (31): 
 
Diagnostična občutljivost [ % ] =  
resnično pozitivne vrednosti
resnično pozitivne vrednosti   lažno negativne vrednosti
 x 100 
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Diagnostična specifičnost [ % ] =  
resnično negativne vrednosti
resnično negativne vrednosti  lažno pozitivne vrednosti
 x 100 
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4 REZULTATI 
 
4.1 PRIMERJALNO VREDNOTENJE UJEMANJA REZULTATOV 
Potem, ko smo rezultate testiranj razvrstili v razpredelnice, glede na izvedene testne 
sheme, smo vzporedno primerjali ujemanje rezultatov tako na nivoju posameznih testov 
kot tudi celokupno, na nivoju vseh preiskav testiranih vzorcev. Kriteriji sprejemljivosti, ki 
smo jih definirali pred izvedbo validacije in smo jim morali zadostiti, so bili naslednji: 
 dosežena mora biti najmanj 99,98 % primerljivost vseh rezultatov testiranj, opravljenih 
z aparatom  Ortho Vision
®
, s tistimi, pridobljenimi z analizatorjem Techno Twin; 
 ujemanje v rezultatih določitev KS AB0/RhD z aparatom Ortho Vision® z znanimi 
rezultati, pridobljenimi z analizatorjem Techno Twin mora biti najmanj 99,95 %; 
 ujemanje rezultatov ICT, pridobljenimi s primerjanima aparatoma mora biti najmanj 
99,0 %; 
 zaporedna ponovljivost rezultatov testa ICT, mora biti: 
a) 100,0 % v primeru pozitivnih rezultatov, 
b) 98,0 % v primeru negativnih rezultatov; 
 ujemanje vseh rezultatov kontrol EDQM vseh izvedenih testov mora biti 100 %. 
 
4.1.1 PRIMERLJIVOST REZULTATOV TESTIRANJ IZBRANIH VZORCEV 
KRVODAJALCEV (1. sklop testiranja) 
Rezultate določanja KS AB0 in RhD, pridobljene z obema instrumentoma smo vzporedno 
primerjali in ugotovili, da je bilo skladnih natanko 186 (93,0 %), kar ni ustrezalo 
definiranemu kriteriju sprejemljivosti (Preglednica V). V primeru preostalih 14 rezultatov 
(7,0 %), pridobljenih z analizatorjem Ortho Vision
®
, le-teh nismo mogli ovrednotiti oz. v 
določenih primerih testiranj sploh nismo mogli izvesti, v glavnem zaradi neustreznih 
vzorcev. Nobeden od končnih rezultatov, pridobljenih z analizatorjem Ortho Vision® ni bil 
neskladen, glede na tiste, ki smo jih v enakih vzorcih  določili z referenčnim aparatom 
Techno Twin. To pomeni, da se je vseh 186 končno zaključenih rezultatov pridobljenih z 
analizatorjem Ortho Vision
®
 100 % ujemalo s tistimi, določenimi z referenčnim aparatom 
(Preglednica V). 
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Preglednica V: Stopnja ujemanja rezultatov testiranja KS AB0/RhD z rutinskim postopkom, izvedenim z 
analizatorjem Techno Twin in postopkom na Ortho Vision
®
. 
Krvna skupina (AB0/RhD) Techno Twin Ortho Vision® 
Stopnja 
ujemanja (%) 
 Vsi upoštevani rezultati   
A/RhD+ 30 29 96,7 
A/RhD- 20 20 100,0 
0/RhD+  30 29 96,7 
0/RhD- 20 17 85,0 
B/RhD+ 30 24 80,0 
B/RhD- 20 19 95,0 
AB/RhD+ 30 29 96,7 
AB/RhD- 20 19 95,0 
Skupaj 200 186 93,0 
 Upoštevani le uspešno 
pridobljeni rezultati 
  
A/RhD+ 29 29 100,0 
A/RhD- 20 20 100,0 
0/RhD+  29 29 100,0 
0/RhD- 17 17 100,0 
B/RhD+ 
B/RhD- 
AB/RhD+ 
AB/RhD- 
24 
19 
29 
19 
24 
19 
29 
19 
100,0 
100,0 
100,0 
100,0 
Skupaj 186 186 100,0 
 
V okviru 1. in 2. testnega profila smo z aparatom Ortho Vision
®
 pridobili rezultate 
določanja prisotnosti antigenske različice D (DVI), šibkega Ag D (Du) ter fenotipa Rh in Ag 
K, ki so se v 95,5 %, 100 % in 94,0 % ujemali s predhodno določenimi z analizatorjem 
Techno Twin. Primerjali smo tudi rezultate potrditvenih testiranj KS AB0 in RhD ter 
ugotovili, da je bila stopnja skladnosti rezultatov 94,5 %, pri čemer se samo en od 
rezultatov (0,5 %) ni popolnoma skladal z referenčnim, 10 (5,0 %) pa jih z analizatorjem  
Ortho Vision
®
 nismo uspeli dokončno ovrednotiti. 
Rezultate Coombsovega presejalnega testa za določanje netipičnih anti-eritrocitnih Ab v 
skupno 1.000 vzorcih, med katerimi jih je bilo 200 že testiranih z ICT, tekom izvedbe 
prvih dveh testnih profilov, smo vzporedno primerjali s predhodno pridobljenimi rezultati z 
robotom Techno Twin, kateri so bili arhivirani v hišnem informacijskem sistemu ZTM, 
DATEC. Ugotovili smo, da se je 963 (96,3 %) rezultatov popolnoma ujemalo, 2 (0,2 %) 
sta bila neskladna, preostalih 35 (3,5 %) rezultatov pa z analizatorjem Ortho Vision
®
 nismo 
mogli pridobiti oz. jih zaključiti. Neuspešni izidi so bili bodisi posledica prekinitve izvedbe 
testa zaradi neustreznosti vzorcev (9 primerov ali 0,9 %) ali pa nezmožnosti analizatorja za 
interpretacijo rezultatov (26 primerov ali 2,6 %). Tudi v tem primeru nismo zadostili 
predhodno določenemu kriteriju sprejemljivosti (vsaj 99,0 % ujemanje rezultatov z 
40 
 
referenčnimi). Ko smo iz primerjalne analize izvzeli rezultate vzorcev, za katere nismo 
pridobili končnih oz. potrjenih izsledkov, ostale  rezultate (956) pa primerjali z 
referenčnimi, je bila primerljivost popolna v 963 primerih (99,79 %), dva rezultata (0,2 %) 
pa sta bila popolnoma neskladna. 
V okviru izvedbe testov detekcije Ab, vezanih na površino eritrocitov ter opredelitve Ag iz 
krvno-skupinskih sistemov Fy, Jk, M, S, s, C
w
 (4. in 7. testni profil) smo skupno analizirali 
156 vzorcev krvodajalcev, pri čemer smo prisotnost Ag Cw ugotavljali v le 7 od teh. Kar 
148 testiranih krvnih vzorcev (94,87 %) je bilo negativnih na prisotnost protiteles in 
popolnoma skladnih z referenčnimi rezultati. Le 4 rezultati (2,56 %) so bili neskladni z 
referenčnimi (DCT-pozitivni). Zaradi uporabljenega 4. testnega profila, ki je avtomatsko 
izvedel določitve eritrocitnih Ag v primeru negativnih testov DCT, prej omenjeni 4 DCT-
pozitivni vzorci niso bili analizirani. Prav tako analizator ni uspel opredeliti 4 (2,56 %) 
rezultatov, in sicer treh zaradi neustrezno pripravljenih vzorcev in enega zaradi 
nedoločljive končne interpretacije. Z analizatorjem Ortho Vision® smo v 156 vzorcih 
uspeli detektirati 743 Ag Fy
a
, Fy
b
, Jk
a
, Jk
b
, M, S, s ali C
w
, medtem ko so jih predhodno v 
istih vzorcih z referenčnim aparatom med rutinskim testiranjem odkrili 833. Med 156 
testiranimi vzorci smo z analizatorjem Ortho Vision
®
, v primerjavi z referenčnim določili 
108 (14,5 % v primerjavi s 13,9 %) Fy
a
-pozitivnih, 108 (14,5 % proti 13,3 %) Fy
b-
pozitivnih, 110 (14,8 % proti 14,2 %) Jk
a
-pozitivnih, 103 (13,9 % proti 13,9 %) Jk
b
-
pozitivne, 103 (13,9 % proti 15,7 %) M-pozitivne, 89 (12,0 % proti 11,9 %) S-pozitivnih, 
122 (16,4 % proti 15,8 %) s-pozitivnih in nič (0 % proti 1,2 %) Ag Cw-pozitivnih 
eritrocitov (Slika 6). 
 
Slika 6: Primerjava pogostnosti uspešne detekcije eritrocitnih antigenov s testiranim analizatorjem Ortho 
Vision
®
 in referenčnim aparatom Techno Twin. 
0 
0,05 
0,1 
0,15 
0,2 
Fya Fyb Jka Jkb M S s 
Cw 
Frekvenca  
detekcije  
Antigeni 
Techno Twin Ortho Vision 
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Štirje (0,36 %) rezultati (vsi iz sklopa določanja prisotnosti Ag Fyb) so bili popolnoma 
nasprotni glede na referenčne, pri kar 124 (11,3 %) testih eritrocitnih Ag pa analizator 
Ortho Vision
®
 ni zaključil rezultatov, največkrat zaradi neustreznih vzorcev, predhodno 
pozitivnih izidov DCT in posledično preklicanih izvedb testiranja Ag ali pa zaradi 
nezmožnosti dokončne interpretacije rezultatov. V nekaterih od teh primerov smo morali 
preklicati analizo, in sicer zaradi potrebe po celodnevnem posodabljanju programske 
opreme, na zahtevo administratorja.  
Do razlik v pogostnosti detekcije eritrocitnih Ag je prišlo predvsem pri izvedbi testov za 
ugotavljanje Ag M in C
w
, pri slednjih tudi zaradi manjšega števila testiranih vzorcev. Pri 
uporabi analizatorja Techno Twin tovrstnih težav med rutinskim testiranju ni bilo, saj so 
bili prav vsi rezultati uspešno pridobljeni in ovrednoteni. 
Prisotnost Ag k (Cellano) smo, skladno s postopkom, opisanim v podpoglavju 3.5.2.6, 
ugotavljali v skupno 12 vzorcih. Vsi rezultati so bili pozitivni in so se popolnoma ujemali 
(100 %) z referenčnimi. 
 
4.1.2 PRIMERLJIVOST REZULTATOV TESTIRANJ IZBRANIH POSEBNIH 
VZORCEV KRVODAJALCEV (2. sklop testiranja) 
S primerjanjem rezultatov 21 izbranih posebnih vzorcev krvodajalcev, pridobljenih s 1./2. 
in 5. testnim profilom, pri katerih smo dokazali prisotnost šibke različice Ag D, z 
referenčnimi izsledki, smo ugotovili, da smo prisotnost Ag Du določili točneje kot KS 
RhD. Tako se je 19 (90,48 %) pozitivnih rezultatov testiranja prisotnosti šibkih Ag D ter 8 
(50 %) ugotavljanja KS RhD, povsem ujemalo z referenčnimi. Dve rezultatski neujemanji 
sta predstavljala vzorca, pri katerih smo zabeležili šibko pozitivna rezultata, 2 pa sta bili 
posledica negativnih izidov testov, določenih z aparatom Ortho Vision®, pri čemer sta bila 
pozitivna pri testiranju z referenčnim analizatorjem. Opazili smo tudi, da računalnik 
aparata Ortho Vision
®
 v 6 primerih ni ovrednotil rezultatov, in sicer v 4 primerih zaradi 
zaznave dvojne celične populacije (DCP), v 2 pa zato, ker je vzorec vseboval krvni strdek 
in posledično predvideni testi niso bili izvedeni. 
Tri vzorce, in sicer vensko kri prejemnikov krvotvornih matičnih celic (KMC), smo 
testirali na prisotnost Ab z ICT, jim določili KS AB0/RhD ter fenotip Rh in K.  Ugotovili 
smo, da v primeru morebitne prisotnosti dvojne celične populacije, tako z validiranim kot 
referenčnim analiznim postopkom, dobimo nekaj nedoločljivih rezultatov pri določanju 
fenotipa Rh in Ag K, pri čemer pa smo z analizatorjem Ortho Vision® uspeli pridobiti več 
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končnih informacij. Izsledki preostalih analiz (določanje KS AB0/RhD in ICT) pa so bili 
točni in primerljivi z referenčnimi. 
Zadržane vzorce, ki so vsebovali znana, predhodno določena anti-eritrocitna Ab (rezultati 
ICT), smo z obema analizatorjema ovrednotili primerljivo, pri čemer pa so končne 
rezultate večinoma zaključili ročno v eksperimentalnem laboratoriju, saj smo tudi z 
referenčno metodo pridobili nekaj lažno pozitivnih rezultatov. Najprej smo izvedli 
primerjavo rezultatov, pridobljenih z obema analizatorjema in ugotovili, da smo od skupno 
65 analiz, opravljenih na 33 krvnih vzorcih (32 vzorcev, testiranih v dveh paralelnih 
analizah ter 1 vzorec, analiziran le enkrat) lahko primerjali 63 rezultatov: 35 rezultatov 
(55,56 %) je bilo medsebojno skladnih, 24 (38,10 %) se jih ni ujemalo, 4 (6,35 %) pa 
nismo uspeli pridobiti (neustrezni volumni dodanega reagenta/vzorca ali neustreznost 
aspiracije). Dve testiranji smo izločili iz vrednotenja, saj nismo imeli pripadajočega 
rezultata, določenega z referenčnim analizatorjem. Nato smo rezultate, ki jih je interpretiral 
aparat Ortho Vision
®, primerjalno analizirali s tistimi, ki so jih zaključili izvajalci v 
eksperimentalnem laboratoriju. To primerjalno analizo smo vključili v končno 
primerljivost rezultatov celotnega nabora testiranj, ki jo prikazuje Preglednica VII. Tako je 
bilo od skupno 65 izvedenih analiz na analizatorju Ortho Vision
®
 (prav tako 32 vzorcev, 
testiranih v dveh paralelnih analizah ter 1 vzorec, analiziran le enkrat) vseh 65 rezultatov 
primerljivih: 53 rezultatov ICT (81,54 %) je bilo skladnih s tistimi, ki so bili potrjeni in 
vneseni v informacijski sistem DATEC, 8 (12,31 %) jih je bilo neskladnih, 4 (6,12 %) pa z 
analizatorjem nismo uspeli pridobiti zaradi neustreznih vzorcev ali aspiracije.  
 
Preglednica VI: Primerjava neskladnih rezultatov, pridobljenih s komercialno dostopnima testoma 
»PR15A ICT – gel« z analizatorjem Techno Twin ter »08 AbScr Sel Poly« z aparatom Ortho Vision®. 
Oznaka vzorca Techno Twin Ortho  Vision® Zaključen rezultat 
2563918 POZ NEG NEG 
2562653 POZ NEG POZ 
2564582 POZ NEG NEG 
2555737 POZ NEG POZ 
2513832 POZ NEG NEG 
2572585 POZ NEG NEG 
2500932 POZ NEG NEG 
2562762 POZ NEG NEG 
2514001 POZ NEG NEG 
2574567 POZ NEG NEG 
2572292 POZ NEG NEG 
B153016180A POZ NEG POZ 
B153016070A NEG POZ NEG 
Skupaj POZ.: 12 NEG.: 1 POZ.: 1 NEG.: 12 POZ.:  3 NEG.: 10 
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V Preglednici VI so navedeni primerjalno neskladni rezultati presejalnega testiranja 
prisotnih plazemskih anti-eritrocitnih Ab v izbranih vzorcih, ki smo jim predhodno Ab že 
določili z obema analizatorjema. Prikazani so tudi zaključeni, potrjeni rezultati, ki smo jih 
pridobili v okviru razširjenega testiranja zadržananih vzorcev. Ugotovili smo, da smo z 
analizatorjem Ortho Vision
®
 v večjem številu uspeli ovrednotiti pravilno negativne 
rezultate, saj so bile primerjane referenčne vrednosti, pridobljene z aparatom Techno Twin 
večkrat lažno pozitivne. Hkrati pa smo z referenčnim analizatorjem uspešno določili vse 
pravilno pozitivne vrednosti, kar pa ne velja za analizator Ortho Vision
®
. Evalvacijo 
ponovljivosti zaporedno pridobljenih rezultatov ICT smo izvedli tako, da smo iste vzorce 
zaporedno testirali v dvojniku, ne da bi jih premeščali v stojalih nalagalne postaje. 
Validacijski zahtevi v tem primeru sta bili, da morajo biti pozitivni rezultati zaporednih 
ponovitev testa popolnoma (100 %) skladni, negativni pa se morajo ujemati v najmanj 
98 %. V primeru pozitivnih rezultatov smo zabeležili 90,91 % ponovljivost, kar je bila 
posledica 1 neinterpretiranega rezultata, od skupno 11. Analizatorju Ortho Vision
®
 tudi v 
primeru negativnih rezultatov ni uspelo interpretirati vseh analiz, izvedenih v dvojnikih, 
zato je bila ponovljivost slabša, in sicer 85,71 %. Izsledki testiranj istih vzorcev, pri katerih 
smo uporabili modificirano sestavo testnih eritrocitov (ICT-pool), so bili, v primerjavi z 
rezultati, pridobljenimi z uporabo običajnega kompleta dveh vial testnih eritrocitov za 
izvedbo analize ICT, skladni v 86,67 % (13 od 15 rezultatov), oz. neskladni v 13,33 % (2 
od 15 rezultatov).  
Pri testiranju vseh 6 kontrolnih vzorcev EDQM smo uspeli pridobili rezultate naslednjih 
preiskav: določitev KS AB0/RhD, fenotip Rh in Ag K ter ICT in DCT. Skupno smo 
uspešno ovrednotili 13 analiz in noben rezultat ni bil nejasen. Trije od 13 vzorcev 
(23,08 %) so bili neskladni, saj so bili DCT-pozitivni, njihovi referenčni rezultati pa ne. 
Rezultati testiranja zunanjih kontrol se torej niso ujemali v popolnosti, kar je bila 
validacijska zahteva, pač pa zgolj v 76,92 %. Vzrok za to je bil neustreznost kontrolnih 
eritrocitnih vzorcev, ki so najverjetneje hemolizirali, kar je bil tudi razlog, da smo za 
zadnja testirana vzorca uspeli izvesti zgolj ICT. 
Rezultati analiz vzorcev z dokazano prisotnimi anti-eritrocitnimi Ab (pozitiven DCT) so 
bili v 75,0 % (6 od 8) skladni z referenčnimi, 2 rezultatov (25,0 %) pa analizator Ortho 
Vision
® 
ni uspel interpretirati.  
Podobno kot v primeru ovrednotenja rezultatov vzorcev z znanimi vrednostmi ICT, tudi pri 
ovrednotenju testiranja na KS AB0 zadržanih vzorcev, referenčna metoda (Techno Twin) 
44 
 
ni bila absolutno reprezentativna, zato smo rezultate testiranja KS AB0/RhD primerjali z  
dokončno ovrednotenimi rezultati, ki smo jih obravnavali kot pravilne, kar med drugim 
prikazuje Preglednica VII. Stopnja ujemanja rezultatov posebnih oz. zadržanih vzorcev KS 
AB0 z zaključenimi rezultati je bila 95,65 %. Pri tem smo 1 izid izločili, saj zanj nismo 
imeli na razpolago pripadajočega izida, določenega z referenčno metodo. 
 
4.1.3 PRIMERLJIVOST REZULTATOV CELOTNEGA NABORA TESTIRANJ 
Tudi primerljivost rezultatov celotnega nabora testiranj, izvedenih v okviru 1. in 2. sklopa  
analiz, je bila pod zahtevano vrednostjo, in sicer 92,29 % (Preglednica VII). Vzrok za tak 
rezultat je bil precejšen delež neovrednotenih rezultatov (223 od skupaj 3.269), zlasti v 
okviru 1. sklopa testiranj, kjer smo z referenčnim analizatorjem, v nasprotju z metodo, ki 
smo jo validirali, 100 % uspešno analizirali in interpretirali vse rezultate (Slika 7). 
 
Preglednica VII: Primerjalno vrednotenje vseh rezultatov, pridobljenih v okviru 1. in 2. sklopa vzporednih 
testiranj vzorcev krvodajalcev, z analizatorjema Techno Twin in Ortho Vision
®
. 
Vrsta testa Število vseh 
izvedenih testov 
Stopnja 
skladnosti 
Stopnja 
neskladnosti 
Neovrednoteni 
rezultati  
 1. sklop testiranj    
AB0/RhD 200 186 (93,0 %) 0 (0 %) 14 (7,0 %) 
ABD potrditveno 200 189 (94,5 %) 1 (0,5 %) 10 (5,0 %) 
D
u
 32 32 (100,0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 
D
VI
 200 191 (95,5 %) 0 (0 %) 9 (4,5 %) 
Fenotip Rh/K  200 188 (94,0 %) 0 (0 %) 12 (6,0 %) 
ICT 1.000 963 (96,3 %) 2 (0,2 %) 35 (3,5 %) 
k (Cellano) 12 12 (100,0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 
DCT 156 148 (94,9 %) 4 (2,6 %) 4 (2,6 %) 
Antigeni: Fy
a
, Fy
b
, Jk
a
, 
Jk
b
, M, S, s, C
w
 
1.099 971 (88,4 %) 4 (0,4 %) 124 (11,3 %) 
 2. sklop testiranj     
RhD + D
u
Z 16 + 21 27 (73,0 %) 4 (10,8 %) 6 (16,2 %) 
KMC 9 6 (66,7 %) 0 (0 %) 3 (33,3 %) 
ICTZ
1 
  65 53 (81,5 %) 8 (12,3 %) 4 (6,2 %) 
ICTZ pool
2
 15 13 (86,7 %) 2 (13,3 %) 0 (0 %) 
EDQM 13 10 (76,9 %) 3 (23,1 %) 0 (0 %) 
DCTZ 8 6 (75,0 %) 0 (0 %) 2 (25,0 %) 
AB0Z
3
 23 22 (95,7 %) 1 (4,4 %) 0 (0 %) 
Skupaj 3.269 3.017 (92,3 %) 29 (0,9 %) 223 (6,8 %) 
1
 Primerjava rezultatov z rezultati, ki so bili po razširjenem testiranju vzorcev krvi zaključeni in potrjeni v 
eksperimentalnem laboratoriju, ne pa z vrednostmi, dobljenimi z analizatorjem Techno Twin. 
2
 ICT, izveden z združenimi testnimi eritrociti 0,8 % Selectogen® iz dveh vial. 
3
 Primerjava rezultatov testiranja KS AB0/RhD z zaključenimi rezultati – rezultati, ki so bili potrjeni s strani 
odgovornega zdravnika in nato vpisani v hišni informacijski sistem DATEC, po razširjenem testiranju 
zadržanih vzorcev krvi krvodajalcev. 
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V okviru 2. sklopa testiranj pa je imel težave s končnim vrednotenjem rezultatov tudi 
referenčni analizator Techno Twin, vendar v manjšem obsegu kot aparat Ortho Vision®. 
Poglaviten vzrok za neuspešno pridobitev rezultatov je bila avtomatska zavrnitev naročil 
testov, kjer pripadajoči vzorci ali kartice niso bili prepoznani kot ustrezni. Predvsem v 2. 
sklopu testiranj so bile težave z interpretacijo rezultatov najpogosteje povezane s 
prisotnostjo krvnih strdkov v vzorcih (N = 18), medtem ko so bili za to v okviru 1. sklopa 
analiz, in sicer pri potrjevanju KS in presejalnem testiranju prisotnosti anti-eritrocitnih Ab, 
največkrat odgovorni neustrezni volumni vzorcev (N = 40). Med neovrednotenimi rezultati 
moramo omeniti tudi tiste, ki jih je računalniški sistem označil s specifičnimi kodiranimi 
oznakami in zahtevo po ročnem pregledu reakcij. Vsi rezultatski odkloni, s katerimi smo se 
srečevali tekom praktične izvedbe analiz, so predstavljeni v Preglednici VIII.   
 
Preglednica VIII: Število različno kodiranih označb rezultatov, ki jih je med testiranjem generiral 
analizator Ortho Vision
® 
in so terjali ustrezno ukrepanje izvajalca testiranj. Pri tako označenih izsledkih, 
analizator ni podal končnega rezultata, pač pa je zahteval ročni pregled in zaključek s strani izvajalca. V 
procesu validacije smo vse kodirane rezultate potrdili, brez da bi posamezen test ponovili, rezultat ročno 
spreminjali ali ga zavrnili. Opisi kodiranih oznak in predlagane rešitve težav, so povzeti po viru (9). 
Kodna oznaka 
rezultata 
Število dogodkov Opis težave/napake Predlog za odpravo 
težave/napake 
MF 9 Porazdelitev 
aglutiniranih celic na 
površini in hkrati na dnu 
kolone, ki nakazuje 
prisotnost DCP. 
Ročno odčitavanje rezultata, 
skladno z laboratorijskimi SOP 
za rokovanje z vzorci z DCP. 
FIB 14 Porazdelitev 
aglutiniranih celic, ki je  
posledica potencialne 
prisotnosti fibrinskih 
strdkov. 
Ročni pregled ID-kartice in 
vzorca krvi za ugotovitev 
morebitnih kakovostnih 
odstopanj. 
Ponastavitev hitrosti in časa 
centrifugiranja za optimalno 
ločbo eritrocitov od plazme. 
? 6 Nedoločljiv rezultat 
zaradi neustrezne jakosti 
reakcije ali porazdelitve 
aglutiniranih celic. 
Ponovitev testa ali ročno 
odčitavanje rezultata. 
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Kodna oznaka 
rezultata 
Število dogodkov Opis težave/napake Predlog za odpravo 
težave/napake 
TMC 3 V mikrokoloni je 
prisotnih preveč celic za 
uspešno interpretacijo 
reakcije. 
Menjava vial z eritrocitnimi 
reagenti (v primeru neustreznih 
suspenzij ali pretiranega 
izhlapevanja medija) ali 
preverjanje volumnov plazme v 
vzorcih (v primeru aspiracije 
celic namesto manjkajoče 
plazme) – ponovitev testa. 
WLL 30 V mikrokoloni zaznan 
neustrezen volumen 
dodanih komponent. 
Pregled reakcijskega dela 
mikrokolone (možna 
ugotovitev lažno zaznanega 
neustreznega volumna) – ročna 
potrditev rezultata. Kontrola 
reagentov in vzorcev ter 
odstranitev morebitnih 
mehurčkov/pen (v primeru 
dejansko neustreznega 
volumna). 
TFC 3 V mikrokoloni je 
prisotnih premalo celic 
za uspešno interpretacijo. 
Pregled in menjava tistih vial 
reagentov, ki imajo neustrezne 
volumne reagentov oz. 
suspenzij eritrocitov – 
ponovitev testa. 
NC 2 V mikrokoloni ni ali 
skoraj ni prisotnih celic. 
Pregled ustreznosti vzorcev ali 
volumnov reagentov in  po 
potrebi njihova zamenjava –  
ponovitev testa. 
 
Vzroke za preostale neovrednotene rezultate smo pripisali pomanjkljivostim kodirnega 
sistema oz. neustreznim položajem črtnih kod na vialah reagentov (N = 5), slabo 
zastavljenemu testnemu profilu za detekcijo eritrocitnih Ag (N = 56), zavrnitvam 
reagentov ali kartic zaradi njihove neustrezne kakovosti (N = 13) ter ročnemu poseganju v 
sistem (N = 24). Ko smo vse neovrednotene rezultate izvzeli in upoštevali le uspešno 
pridobljene, smo izračunali, da je bila analizna točnost analizatorja Ortho Vision® 99,05 % 
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(3.017 od skupno 3.046), kar pa je bilo še vedno premalo, da bi zadostili ključnemu 
kriteriju sprejemljivosti validacije, to je 99,98 % točnosti. 
 
 
Slika 7: Grafični prikaz primerjave neovrednotenih rezultatov, pridobljenih s posameznim analizatorjem 
po zaporednem testiranju vzorcev z  izbranim testom. 
 
4.2 DIAGNOSTIČNO IN STATISTIČNO OVREDNOTENJE 
REZULTATOV 
 
4.2.1 DIAGNOSTIČNA UPORABNOST PRESEJALNEGA TESTIRANJA 
PRISOTNOSTI NETIPIČNIH ANTI-ERITROCITNIH PROTITELES (ICT v 
okviru 1. sklopa testiranj) Z ANALIZATORJEM ORTHO VISION
®
  
V to analizo smo vkjučili le uspešno pridobljene rezultate diagnostičnih ICT vzorcev iz 1. 
sklopa testiranj (N = 965), ki smo jih izvedli z obema analizatorjema. Pozitivne vrednosti 
ICT smo obravnavali kot klinično pomembne, saj prisotnost anti-eritrocitnih Ab lahko 
potencialno povzroči transfuzijsko reakcijo (»bolezen«) v primeru transfuzije neskladne 
krvi, negativne pa kot tiste, ki transfuzijske reakcije (»bolezni«) ne sprožijo. Na tej osnovi 
smo kot resnično pozitivne rezultate opredelili tiste, ki so bili ICT-pozitivni po izvedbi 
testa z obema analizatorjema. Kot resnično negativne pa smo upoštevali tiste, ki so bili 
ICT-negativni po zaporednih testiranjih z obema aparatoma. Lažno negativni rezultati so 
bili tisti, ki so bili ICT-negativni po testiranju z analizatorjem Ortho
 
Vision
®
, pri tem pa 
ICT-pozitivni po testiranju z referenčnim aparatom Techno Twin. Med lažno pozitivne 
rezultate pa smo uvrstili tiste, ki so bili pozitivni na prisotnost anti-eritrocitnih Ab pri 
testiranju z analizatorjem Ortho
 
Vision
®
, obenem pa negativni po testiranju z referenčnim 
aparatom Techno Twin. Iz tako urejenih oz. porazdeljenih vrednosti (Preglednica IX) smo 
s pomočjo enačb, navedenih pod Preglednico IX, izračunali diagnostično občutljivost in 
specifičnost testa (ICT). 
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Preglednica IX: Prikaz rezultatov 1. dela presejalnega testiranja na znana anti-eritrocitna protitelesa z 
obema analizatorjema. 
ICT – analizator Ortho 
Vision
®
 
ICT – analizator Techno Twin 
Pozitiven Negativen 
Pozitiven W = 0 X = 2 
Negativen Y = 0     Z = 963 
 
Legenda: W = resnično pozitiven rezultat, X = lažno pozitiven rezultat, Y = lažno negativen rezultat, Z = 
resnično negativen rezultat 
 
Diagnostična občutljivost = 
 
   
  x 100 = 0 % 
Diagnostična specifičnost = 
 
   
  x 100 = 99,79 % 
 
Občutljivost, ki je znašala 0 %, ne predstavlja pravega merila za ovrednotenje testa, kajti 
ICT-negativne vzorce smo izbrali vnaprej, pravilno pozitivnih rezultatov pa v tem primeru 
nismo pričakovali. Zaradi konstantnih vrednosti W in Y tudi nismo izvedli nadaljnjih 
statističnih analiz. Diagnostična specifičnost pa je bila 99,79 %. 
 
4.2.2 DIAGNOSTIČNA UPORABNOST TESTA ZA PRESEJALNO TESTIRANJE 
NA NETIPIČNA, ŽE PREDHODNO DOLOČENA ANTI-ERITROCITNA 
PROTITELESA (ICT v okviru 2. sklopa testiranj) Z ANALIZATORJEMA 
TECHNO TWIN IN ORTHO VISION
®
  
Preverili smo diagnostično uporabnost ICT, ki smo ga izvedli z obema analizatorjama. 
Rezultate smo uredili glede na njihovo končno zaključenost in dejansko pravilnost. Za 
resnično pozitivne smo šteli tiste, ki so bili pozitivni po testiranju s posameznim  
analizatorjem in zaključeni kot pozitivni po razširjenem testiranju zadržanih vzorcev, za 
resnično negativne  pa tiste, ki so bili negativni po razširjenem testiranju in negativni tudi 
pred tem, ko smo jih analizirali z izbranim analizatorjem (Preglednici X in XI). Kot lažno 
pozitivne smo upoštevali tiste rezultate, ki so izkazovali prisotnost anti-eritrocitnih Ab po 
testiranju s posameznim analizatorjem, a so bili zaključeni kot negativni, kot lažno 
negativne pa tiste, ki so bili v resnici pozitivni po potrditvi rezultata v okviru razširjenega 
testiranja v eksperimentalnem laboratoriju, a posamezen analizator ni uspel detektirati 
prisotnih Ab – rezultati so bili negativni, zlasti zaradi zelo šibkih reakcij znotraj 
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mikrokolon, za katere je bil analizator Ortho Vision
®
 premalo občutjiv, da bi jih zaznal 
(Preglednici X in XI). V analizo smo vključili načrtno izbrane ICT-pozitivne vzorce 
(N = 33). 
 
Preglednica X: Kontingenčna tabela 2 x 2, s podatki za izvedbo McNemarjevega testa znanih rezultatov 
ICT 33 vzorcev, testiranih z analizatorjem Techno Twin. 
ICT – analizator 
Techno Twin 
Razširjeno testiranje ICT (zaključeni 
rezultati) 
 
Pozitiven Negativen Skupaj 
Pozitiven W = 14 X = 10 W + X = 24 
Negativen Y = 0 Z = 9 Y + Z = 9 
Skupaj W + Y = 14 X + Z = 19 33 
 
Legenda: W = resnično pozitiven rezultat, X = lažno pozitiven rezultat, Y = lažno negativen rezultat, Z = 
resnično negativen rezultat 
 
Diagnostična občutljivost = 
 
   
  x 100 = 100 % 
Diagnostična specifičnost = 
 
   
  x 100 = 47,37 % 
 
Z McNemarjevim testom smo testirali ničelno hipotezo, ki se je glasila: primerjani metodi 
testiranja dajeta enake rezultate. Vrednost p McNemarjeve statistične analize pri 5 % 
stopnji značilosti je bila 0,002, kar pomeni so se rezultati statistično značilno razlikovali. 
Primerjani metodi torej nista dali enakih rezultatov, saj je avtomatski analizator Techno 
Twin preveč izsledkov ovrednotil kot lažno pozitivne. 
 
Preglednica XI: Kontingenčna tabela 2 x 2, s podatki za izvedbo McNemarjevega testa znanih rezultatov 
ICT 33 vzorcev, testiranih z analizatorjem Ortho Vision
®
. 
ICT – analizator 
Ortho Vision® 
Razširjeno testiranje ICT (zaključeni 
rezultati) 
 
Pozitiven Negativen Skupaj 
Pozitiven W = 11 X = 1 W + X = 12 
Negativen Y = 3 Z = 18 Y + Z = 21 
Skupaj W + Y = 14 X + Z = 19 33 
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Legenda: W = resnično pozitiven rezultat, X = lažno pozitiven rezultat, Y = lažno negativen rezultat, Z = 
resnično negativen rezultat 
 
Diagnostična občutljivost = 
 
   
  x 100 = 78,57 % 
Diagnostična specifičnost = 
 
   
  x 100 = 94,74 % 
 
V tem primeru smo pri analizi z McNemarjevim testom dobili vrednost p = 0,625 ter tako s 
5-% stopnjo tveganja potrdili ničelno hipotezo, da test za detekcijo nespecifičnih anti-
eritrocitnih Ab v izbranih posebnih plazemskih/serumskih vzorcih, izveden z analizatorjem 
Ortho Vision
®
, daje primerljive rezultate s tistimi, ki smo jih pridobili z ročnim testiranjem 
istih vzorcev. 
 
4.2.3 STATISTIČNO OVREDNOTENJE IZIDOV DOLOČANJA KS AB0/RhD 
Na nivoju določanja KS AB0 in RhD smo želeli potrditi hipotezo enakomernega 
porazdeljevanja rezultatov, glede na definirane testne sheme: testiranje po 30 RhD-
pozitivnih vzorcev vsake posamezne KS AB0 ter po 20 RhD-negativnih vzorcev vsake 
posamezne KS AB0 (Preglednica V). Ničelni domnevi, da se pri stopnji tveganja 5 % ali 
manj, tako pozitivni kot negativni izidi testiranja KS porazdeljujejo enakomerno, smo 
sprejeli. Vrednost testa χ2 za RhD-pozitivne vzorce pri p = 0,879, je bila 0,676, za RhD-
negativne vzorce pa 0,253, pri p = 0,969, kar pomeni, da se primerjani rezultati niso 
statistično značilno razlikovali. 
 
4.2.4 STATISTIČNA ANALIZA REZULTATOV METODE DOLOČANJA 
PRISOTNOSTI ERITROCITNIH Ag 
V analizo smo vključili 4.077 pozitivno ovrednotenih kombiniranih rezultatov testiranj 
prisotnosti Ag sistemov Duffy, Kidd in MNS. Z McNemarjevim preskusom simetrije 
(McNemar-Bowkerjev test) smo analizirali podatke urejene v pare, da bi ugotovili stopnje 
verjetnosti ujemanja dejanskih rezultatov, ki smo jih pridobili z analizatorjem Ortho 
Vision
®
, s pričakovanimi, dobljenimi z referenčnim analizatorjem Techno Twin 
(Preglednica XII). 
Pri stopnji tveganja 0,05 smo določili vrednost χ2 = 8,680 pri in p = 0,992 ter tako 
zaključili, da se dejanski izsledki glede prisotnosti eritrocitnih Ag ujemajo s 
pričakovanimi. 
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Preglednica XII: Kontingenčna tabela 7 x 7, s podatki urejenimi v parih, za izvedbo McNemar-
Bowkerjevega testa primerjave dejanskih in pričakovanih rezultatov določanja prisotnosti eritrocitnih Ag. 
Prisotnost 
eritrocitnih 
Ag (Ortho 
Vision
®
) 
Prisotnost eritrocitnih Ag (Techno Twin)  
Fya Fyb Jka Jkb M S s Skupaj 
Fya 108 68 79 82 90 69 89 585 
Fyb 72 104 82 83 92 73 89 595 
Jka 81 79 110 75 93 71 92 601 
Jkb 77 72 70 103 88 69 88 567 
M 77 75 77 78 103 71 86 567 
S 66 68 68 70 83 89 67 511 
s 89 86 92 93 100 69 122 651 
Skupaj 570 552 578 584 649 511 633 4.077 
 
4.2.5 PRIMERJALNO VREDNOTENJE UČINKOVITOSTI IZVEDBE TESTNIH 
POSTOPKOV, IZVEDENIH Z OBEMA ANALIZATORJEMA, Z ZNAKOVNIM 
TESTOM 
Za statistično testiranje ničelne hipoteze (H0): »ni razlik v učinkovitosti pridobivanja 
rezultatov z izbranimi testnimi postopki, izvedenimi z obema analizatorjema«, smo 
uporabili znakovni test v programu SPSS. V analizo smo vključili uspešno interpretirane 
rezultate izbranih testov, ki smo jih izvedli z obema analizatorjema (Preglednica VII). 
Uporabili smo v pare urejene uspešno pridobljene rezultate izbranih vzorcev, ki smo jih 
vzporedno testirali s 16 različnimi testi z obema analizatorjema. Izsledki analize z 
znakovnim testom so pokazali statistično značilno večjo vrednost mediane uspešno 
ovrednotenih rezultatov, pridobljenih z referenčnim analizatorjem Techno Twin, v 
primerjavi z mediano rezultatske uspešnosti analizatorja Ortho Vision®. Zaradi izračunane 
vrednosti p = 0,012, pri stopnji tveganja α = 0,05, smo ničelno hipotezo zavrnili, kar 
pomeni, da so obstajale razlike v uspešnosti pridobivanja rezultatov med primerjanima 
analizatorjema. 
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5 RAZPRAVA 
 
V okviru magistrskega dela smo validirali postopke testiranja krvnih vzorcev krvodajalcev 
na popolnoma avtomatiziranem imunohematološkem analizatorju Ortho Vision®, 
proizvajalca Ortho Clinical Diagnostics, in sicer s podajanjem končne vrednosti analizne 
točnosti, glede na rezultate, pridobljene z rutinskim testiranjem istih vzorcev z referenčnim 
robotskim, avtomatiziranim analizatorjem Techno Twin proizvajalca Bio-Rad. Ugotovili 
smo, da analizator Ortho Vision
®
 ponuja visoko mero analizne točnosti za tiste rezultate, ki 
jih uspe dokončno ovrednotiti (99,05 %). Kljub temu pa ta vrednost ne izpolnjuje 
predhodno določenega kriterija sprejemljivosti (99,98 % ujemanje z rezultati,  
pridobljenimi z refererenčnim analizatorjem). Precej pogosto je namreč imel validirani 
analizator težave zaradi neustreznosti vzorcev za izvedbo analiz ali pa zaradi nezmožnosti 
končnega vrednotenja rezultatov, zato je bila vrednost analizne točnosti celokupnih 
rezultatov 92,29 %. Neuspešno ovrednotenih je bilo 6,82 %, neskladnih (glede na 
referenčne vrednosti) pa 0,89 %. Neskladne rezultate smo zabeležili pri potrjevanju KS 
AB0 in RhD, ICT, DCT in ugotavljanju prisotnosti eritrocitnih Ag ter na vseh nivojih 2. 
sklopa testiranj, z izjemo izsledkov testiranj vzorcev prejemnikov KMC in zadržanih 
vzorcev DCT. Poleg tega pa nekajkrat tudi zaradi uporabe starih, hemoliziranih vzorcev 
(kontrole EDQM), v nekaj primerih zaradi šibkih reakcij, ki so lahko posledice prisotnosti 
šibkih različic eritrocitnih Ag ali anti-eritrocitnih Ab (ugotavljanje prisotnosti Du in DCT v 
zadržanih vzorcih). Hemoliza je ena od možnih interferenc, ki je kazalnik občutljivosti 
posamezne analizne metode. Zaradi hemoliziranih eritrocitov v vzorcih in posledično 
neustreznih serumskih/plazemskih vzorcev preiskovancev, se lahko zgodi, da z 
uporabljeno analizno metodo ne uspemo dobiti pravilnega rezultata. Predvidevamo, da je 
bil to vzrok za lažno pozitivne rezultate v našem primeru. Da bi zagotovili čim bolj 
zanesljive analizne rezultate, moramo torej vedno in dosledno upoštevati priporočila za 
rokovanje z vzorci, tako ob odvzemu kakor tudi med njihovim transportom in 
shranjevanjem. Pogosti razlogi za neuspešno ovrednotenje rezultatov so bili, kot smo že 
omenili, bodisi neustrezni vzorci (npr. neustrezni nivoji plazme v epruvetah z vzorci ali 
prisotnost krvnih strdkov), pa tudi poškodovane ID-kartice, ki jih je sistem samodejno 
zaznal. Vse tovrstne napake oz. neustreznosti vzorcev ali reagentov je analizator ustrezno 
označil in jih javljal v programskem sklopu prepoznavanja in odpravljanja napak. V okviru 
1. sklopa testiranj smo bili v 40 primerih pri izvajanju testov s strani analizatorja 
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opozorjeni na neustrezne volumne vzorcev, zaradi česar so bili testi preklicani. Nato smo 
bili zelo pozorni na količine odvzetih vzorcev in iz njih, v kolikor so njihovi volumni 
presegali 4,9-mililitrske oznake na epruvetah, viške odpipetirali v odpad. V 18 primerih so 
bile izvedbe testov zavrnjene zaradi zaznanih strdkov v vzorcih. Zanimivo je, da smo z 
referenčnim analizatorjem Techno Twin v omenjenih 18 primerih brez težav prišli do 
končnih rezultatov, saj aparat na dan odvzema ni zaznal prisotnosti krvnih strdkov v 
vzorcih. Tudi v primerih, ko smo z analizatorjem Techno Twin testirali več dni stare 
vzorce, je ta brez težav ovrednotil rezultate. Na osnovi naših ugotovitev smo prišli do 
sklepa, da je validirani analizator Ortho Vision
® močno občutljiv na starost vzorcev, zlasti 
v primerih, ko so stari pet dni ali več. Obenem smo v navodilih proizvajalca zasledili, da je 
za testiranje vzorcev z uporabo reagenčnih kartic Ortho Biovue® večinoma priporočljiv 
skrajni časovni okvir do 1 tedna. Eritrociti v starejših vzorcih namreč lahko pogosteje  
reagirajo šibkeje v mikrokolonah in s tem prispevajo k morebitnim nepravilnim rezultatom 
kot tisti v sveže odvzeti krvi (31). Samo eden od testiranih vzorcev je kazal zmerno, a 
vidno lipemijo, ki pa ni vplivala na učinkovitost pridobitve rezultata in njegove pravilnosti 
pri testiranju na prisotnost plazemskih Ab. Seveda pa tega edinega izsledka ne moremo 
posplošiti in trditi, da je validirani analizni sistem občutljivejši na hemolizirane kot na 
lipemične vzorce. Kartice, katerih zgornji, razširjeni reakcijski del je bil oškropljen z 
reagenti, ki so se nahajali v tem delu, je sistem obravnaval kot ustrezne in dovolil 
nemoteno izvedbo predvidenih testov. Nasprotno pa je analizator vse tiste kartice, ki so 
bile vidno poškodovane, v njih ni bilo dovolj reagenta (t. i. pojav kratkih mikrokolon) ali 
pa so vsebovale mehurček zraka v spodnjem, ozkem reagenčnem delu s steklenim 
matriksom, obravnaval kot neustrezne, zato ni dovolil izvedbe predvidenih testov (43). Ker 
smo imeli tekom dela kar nekajkrat tovrstne težave, smo, pred reklamacijo neustreznih 
kartic pri proizvajalcu, najprej poskusili z njihovim centrifugiranjem, kar pa večinoma ni 
pomagalo, saj jih je analizator še vedno obravnaval kot neustrezne. To kaže na visok nivo 
kontrole kakovosti uporabljenih materialov, ki ga dosledno izvaja analizni sistem. 
Neuspešno ovrednotene rezultate je računalniški sistem analizatorja označil z določenimi 
kodami, npr. z »WLL« neustrezne količine dodanega vzorca/reagenta v reakcijski del 
mikrokolon, z  »MF« prisotnost dvojnih celičnih populacij v reakcijskem delu mikrokolon, 
s »FIB« prisotnost fibrinske mreže v vzorcu ter s »TFC« količino eritrocitov v 
mikrokoloni, ki je bila pod mejo zaznavnosti.  Na potencialno prisotnost dveh populacij 
ertrocitov nas je analizator opozoril pri nekaterih vzorcih s šibkimi različicami Ag D in 
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nekaterih vzorcih bolnikov s presajenimi alogenskimi KMC. Prvi so bili dejansko RhD-
pozitivni, s šibko reaktivnimi Ag D, neuspešna interpretacija testnih reakcij pa je bila 
posledica porazdelitve eritrocitov v neustrezen vzorec aglutinacije v mikrokoloni, ki ga 
običajno povzročita dve različni celični populaciji. Del eritrocitov je v tem primeru namreč 
uspel reagirati z reagenčnimi Ab, vendar pa ne v dovolj velikem obsegu, da bi aparat 
zaznal pozitiven rezultat, kar pri šibkih reakcijah s šibko izraženimi Ag ni redkost. Tudi v 
primeru nekaterih testiranih vzorcev prjemnikov alogenskih KMC smo naleteli na 
potencialno prisotnost dvojne, ločljive populacije eritrocitov. Za tiste preiskovance, ki so 
prejeli fenotipsko Rh-neskladne presadke KMC, je znano, da imajo dejansko lahko 
prisotne mešane populacije celic. Take reakcije mešanega polja celičnih populacij smo 
zaznali z reagentoma anti-C in anti-K. Primere nepridobljenih rezultatov zaradi prevelike 
količine eritrocitov (kodna oznaka »TMC«), prisotnih v mikrokoloni, so največkrat 
predstavljali tisti vzorci, katerih plazemski del je bil nesorazmeren glede na njihovo 
celotno sestavo. Zaradi premajhne količine plazme in zato nezadostnega volumna vzorca, 
je namreč avtomatska vzorčevalna igla skupaj z njo odpipetirala tudi eritrocite, čeprav jih 
ne bi smela. Ugotovili smo, da je v dveh primerih, ko kamera ni zaznala reagenčnih 
eritrocitov (kodna oznaka »NC«), analizator Ortho Vision® sam odpravil motnjo pri 
aspiraciji reagenta in nato uspešno izvedel vse nadaljnje ICT, zaradi omenjenega razloga 
predhodno zadržanih vzorcev. Največ primerov neovrednotenih rezultatov smo zabeležili 
zaradi pipetiranja neustreznih volumnov ene ali več potrebnih komponent v mikrokolono 
(kodna oznaka »WLL«), zaradi česar je bil njen zgornji, reakcijski del prenapolnjen. 
Zaradi te anomalije nismo posegali v sistem, saj so bili tovrstni dogodki naključni ter 
neodvisni od izbora in zaporedja izvedbe testov. Kadar pride do več zaporednih primerov 
neustreznih izidov testiranja, označenih s kodo »WLL«, pa je, skladno z navodili za 
uporabo analizatorja, priporočljiva izvedba testa vzdrževanja, ki omogoča zagotovitev 
ustreznosti delovanja avtomatskega sistema za pipetiranje. Fibrinske niti, ki jih je 
analizator zaznal v nekaterih vzorcih (kodna oznaka »FIB«), so ostale ujete na površini 
mikrokolon, saj zaradi velikosti niso mogle preiti v matriks steklenih mikrokroglic. Pojav 
oz. prisotnost fibrinskih niti je lahko posledica nezadostnega centrifugiranja vzorcev po 
odvzemu oz. pred testiranjem na analizatorju, predvsem pa ID-kartic med analizo, zato je 
izjemno pomembno, da je centrifuga ob začetku postopka analize ustrezno kalibrirana, s 
čimer zagotavljamo točen čas, hitrost in kot vrtenja kartic. Ugotovili smo, da je bil 
analizator Ortho Vision
® 
v takih primerih veliko občutljivejši od referenčnega, saj smo s 
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slednjim iste vzorce analizirali brez kakšnih koli težav. Vse tri primere, označene s kodo 
»TFC«, ki označuje pomanjkanje eritrocitov v mikrokoloni, zaradi česar aparat ne more 
zanesljivo zaključiti interpretacije rezultatov, smo zabeležili pri določanju Ag M. Vzorci, 
pri katerih smo naleteli na opisane težave so bili stari en teden (3 z nezaključenim 
rezultatom ugotavljanja prisotnosti Ag M, 3 pri katerih je analizator zaznal strdek in 1 z 
neustreznim volumnom dodanih komponent v mikrokolono). Glede na to, smo sklepali, da 
niso primerni za analizo prisotnosti eritrocitnih Ag, saj je imel analizator očitno težavo z 
aspiracijo celic in njihovim prenosom v mikrokolono. Obravnavali smo tudi 6 primerov 
testov, pri katerih rezultat ni bil zaključen zaradi nedoločljivega vzroka (kodna oznaka 
»?«). Izkazalo se je, da analizator Ortho Vision® v določenih primerih ni dopuščal  niti na 
videz neopaznih odklonov. Primeri, kot so npr. nepopolnoma natančno pipetiranje z 
oplazenjem stene mikrokolone, neenakomerna porazdelitev celic na dnu mikrokolone 
(negativen rezultat), na mikrokolono adherirani eritrocitni delci, ki s prostim očesom niso 
vidni, nakazujejo, da je validirani analizator morda manj robusten, kot bi si želeli. 
Preostali delež neovrednotenih rezultatov so predstavljali tisti, za katere testov nismo 
ponavljali, a bi jih lahko ob odpravi nepravilnosti in ponovni izvedbi, najverjetneje 
pridobili brez težav. V to kategorijo lahko uvrstimo: neberljive črtne kode na reagentu 
Ortho Sera Jk
b, pri čemer smo se uspešno oprli na tehnično pomoč centra Ortho-Clinical 
Diagnostics; načrtno poseganje v avtomatizirano izvedbo testov za ugotavljanje prisotnosti 
eritrocitnih Ag; prekinitev postopkov zaradi vzdrževanja programske opreme, neustreznih 
volumnov reagentov v vialah, uporabe kakovostno neprimernih kartic ter uporabe 
nepraktičnega testnega profila za izvedbo DCT z avtomatsko meritvijo prisotnosti 
eritrocitnih Ag. Slednji testni protokol dejansko ni bil najbolj uporaben, saj je sistem v 
primeru rezultata DCT, ki ni bil negativen, avtomatsko opustil drugi, antigenski del 
testiranj, ki pa ga nismo mogli izvesti samostojno, brez ponovnega zagona celotnega 
testnega profila od začetka. 
Podobno kot pri zaznavanju in odpravljanju napak povezanih z vzorci, reagenti ali 
reagenčnimi karticami, je analizator samodejno izvajal kontrolo nad napakami v sistemu 
ter predvidel scenarije za njihove razrešitve. V teh primerih smo zabeležili napake, 
povezane s sistemom zajemanja digitalnih fotografij, z delovanjem avtomatske roke za 
pipetiranje, z viri tekočin in z odpadom, z neustreznimi kontrolnimi vzorci, ter z napakami 
programske opreme. Največ poročil o sistemskih napakah je bilo na račun neustrezne 
kakovosti uporabljenih kartic, kar dokazuje sposobnost analizatorja Ortho Vision
®
 za 
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zagotavljanje visoke kakovosti delovnega procesa, s ponujanjem možnih korektivnih 
ukrepov, ki jih poda pred podajanjem rezultata. Pri tem pa je večinoma precej moteče in 
pogosto nepotrebno, da aparat sproži opozorilno lučko in prikaže opozorilo glede napake 
na zaslonu, saj sistem v večini primerov napako razreši samodejno. 
 
Za preverjanje diagnostične uporabnosti smo uporabili posebej izbrane vzorce s prisotnotjo 
znanih anti-eritrocitnih Ab in z njimi primerjalno izvedli ICT z validiranim in referenčnim 
analizatorjem. Slednji (Techno Twin) je izkazoval idealen diagnostični parameter 
občutljivosti (100 %), medtem ko je bila vrednost tega parametra pri uporabi analizatorja 
Ortho Vision
®
, 78,57 %. Z diagnostičnega stališča to pomeni, da je bil referenčni 
analizator sposoben s 100 % verjetnostjo zaznati tiste krvodajalce, ki imajo nespecifična 
anti-eritrocitna Ab, kar je ključna lastnost, ki jo pričakujemo od presejalnega testa. 
Nasprotno, pa je imel analizator Ortho Vision
®
 večjo diagnostično specifičnost (94,74 %) 
od referenčnega, saj smo s slednjim prevečkrat pridobili lažno pozitivne rezultate. Z 
diagnostičnega vidika je torej v tem primeru sistem Ortho Vision® pravilneje napovedal 
(negativni rezultati testiranj) tiste med preiskovanci, ki niso imeli nespecifičnih anti-
eritrocitnih Ab (94,74 %), obenem pa je pri 5,26 % podal pozitivne rezultate, kljub temu, 
da niso imeli prisotnih omenjenih Ab (lažno pozitivne vrednosti). Z McNemarjevim testom 
smo tudi statistično potrdili že opažena odstopanja med rezultati, pridobljenimi z 
referenčnim analizatorjem ter ročno pridobljenimi rezultati razširjenega testiranja, saj so 
bila ta značilno različna pri 5 % stopnji tveganja. Ker smo z analiznim sistemom Ortho 
Vision
®
 v večini primerov odkrili anti-eritrocitna Ab, ko so bila ta dejansko prisotna 
(potrditveno testiranje), je statistična analiza pokazala, da so bili tovrstni rezultati, 
pridobljeni z ICT na analizatorju Ortho Vision
®
, primerljivi z rezultati metode ročnega 
testiranja zadržanih vzorcev ICT, zato smo sprejeli ničelno hipotezo. 
Diagnostično uporabnost analiznega sistema Ortho Vision® smo ovrednotili tudi s pomočjo 
izsledkov testiranj vzorcev rednih krvodajalcev, za katere smo z referenčnim sistemom 
Techno Twin predhodno ugotovili, da so ICT-negativni. Ta nivo primerjalnega vrednotenja 
ni imel tolikšne teže, saj skladno s pričakovanji v preiskovanih vzorcih ni bilo 
nespecifičnih anti-eritrocitnih Ab (diagnostična občutljivost 0 %, diagnostična specifičnost 
pa visokih 99,79 %). Zato so prevladovali resnično negativni rezultati, ob le 2 lažno 
pozitivnih. Validirani analizator se je sicer izkazal kot ustrezno diagnostično specifičen, a 
je bil, v primerjavi z referenčnim, diagnostično slabše občutljiv. Pri tem pa moramo 
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upoštevati, da je v vseh primerih zabeleženih odstopajočih lažno negativnih izsledkov šlo 
za nejasno pozitivne rezultate (ki so jih laboranti razjasnili šele z dodatnim ročnim 
testiranjem po protokolu razširjenega testiranja vzorcev krvi krvodajalcev). 
S statistično analizo χ2 smo potrdili verjetnost, da se rezultati testiranj KS, in sicer skladno 
s testnima shemama za Rh-pozitivne (N = 30) in za Rh-negativne vzorce (N = 20) (uspešno 
pridobljeni rezultati testiranja KS sistema AB0), enakomerno porazdeljujejo po posamezni 
KS, in to kljub temu, da opažena odstopanja niso bila zanemarljiva. Največja odstopanja, 
ki so tudi največ prispevala k rezultatom statističnega testa χ2 , smo opazili pri analizah Rh-
pozitivnih vzorcev KS B in Rh-negativnih vzorcev KS 0, kjer smo ugotovili, da je 
validirani analizator manjkrat uspešno zaključil rezultate, kot bi to od njega pričakovali v 
primeru njihove enakomerne porazdelitve. S statistično analizo rezultatov, pridobljenih z 
analizatorjem Techno Twin, smo dokazali 100 % enakomerno porazdelitev vseh rezultatov 
po posameznih KS (z vrednostjo p = 1; vsi rezultati so bili uspešno pridobljeni in 
ovrednoteni). 
S pomočjo McNemar-Bowkerjeve statistične analize rezultatov zaznanih eritrocitnih Ag 
smo ugotovili, da kljub znatnemu deležu neujemanj v številu Ag, primerjalno določenih z 
obema analizatorjema, metodi dajeta primerljive rezultate oz. da so bile pričakovane 
frekvence Ag primerljive z dejansko določenimi. 
Zaradi neizpolnjenega validacijskega kriterija zahtevane točnosti vseh rezultatov 
implementiranih testov z aparatom  Ortho Vision
®
, v primerjavi z izsledki referenčne 
metode, smo zavrnili  hipotezo o njuni primerljivi učinkovitosti generiranja končnih 
rezultatov. Analizator Ortho Vision
® torej na tem področju ni dosegel pričakovane oz. 
želene stopnje učinkovitosti. Zaporedna ponovljivost rezultatov ICT je bila neustrezna 
ravno zaradi neučinkovitosti validiranega analizatorja pri pridobitvi končnih rezultatov, in 
sicer tako v primeru pozitivnih (dejanska učinkovitost 90,91 %, zahtevana 100,0 %) kot 
tudi negativnih (dejanska učinkovitost 85,71 %, zahtevana 98,0 %) rezultatov, kar je bila 
posledica skupno 4 neovrednotenih izidov ICT. 
 
Ločeno od sheme za izvedbo testnih analiz v okviru validacije analizatorja Ortho Vision®, 
smo s pomočjo dodatnega testnega profila ocenili čas posameznega cikla testiranja 
vzorcev, vloženih v delovno postajo. Tako smo skušali ponazoriti njegovo časovno 
analizno učinkovitost v primerjavi z referenčnim (Techno Twin). Za kazalnik  
učinkovitosti analizatorja lahko uporabimo vrednost »Turnaround Time« ali TAT, ki z 
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laboratorijskega vidika predstavlja čas od sprejema vzorca krvi do poročanja končnega 
rezultata oz. čas za izvedbo cikla testiranja enega vzorca (47). Poenostavljeno primerjavo 
vrednosti parametra TAT smo izvedli z zaporednim zagonom profila kombinacije testov za 
potrjevanje KS AB0 in RhD ter presejalno testiranje anti-eritrocitnih Ab, na obeh 
analizatorjih. Zabeleženi čas od začetka zagona analizatorja, do končne evalvacije 
rezultatov pri testiranjih skupine 14 vzorcev, je znašal 56 minut za referenčni in 37 minut 
za validirani analizator. Najkrajši čas, ki je bil potreben za izvedbo testnega profila enega 
vzorca na validiranem analizatorju, je znašal 23, najdaljši pa 37 minut. Ob pregledu 
proizvajalčeve dokumentacije (Ortho-Clinical Diagnostics) smo za našo izbrano 
kombinacijo testov zasledili, da naj bi bila vrednost TAT za analizo enega vzorca 23 
minut, kar pomeni, da bi lahko z optimizacijo pogojev delovnega procesa naš rezultat še 
izboljšali (48). Očitno je, da analizator Ortho Vision® bistveno hitreje stestira posamezen 
vzorec kot referenčni Techno Twin. Aysola in sod. so v okviru multicentričnega 
vrednotenja analizatorja Ortho Vision
®
 ugotovili, da ustreza zahtevam za rutinsko delo v 
laboratorijih, zlasti zaradi odličnih vrednosti parametrov TAT, ki jih je izkazoval v 
primerjavi z referenčnim analiznim sistemom Ortho ProVue®. Povprečne vrednosti 
(podane s standardnimi odkloni) TAT izvedenih testnih profilov so bile za približno 4 
minute boljše kot pri ProVue analizatorju (10). Lazarova in sod. pa so analizator Ortho 
Vision
®
 prav tako ovrednotili z multicentrično raziskavo, tokrat v primerjavi z referenčnim 
analizatorjem Ortho AutoVue
®
 Innova. Učinkovitost delovnega procesa so podali v obliki 
vrednosti TAT, ki so bile v primeru uporabe analiznega sistema Ortho Vision
®
 pri vseh 
testnih kombinacijah boljše od referenčnih. Tako je bil Ortho Vision® pri izvedbi vseh 
implementiranih testnih profilov v povprečju za 22 % učinkovitejši oz. hitrejši (povprečna 
vrednost TAT: 27,9 minut) kot Ortho AutoVue
®
 Innova (povprečna vrednost TAT: 36 
minut ) (49). 
 
Poleg primerjalnega preverjanja ujemanja rezultatov, smo presojali tudi empirično 
uporabnost validiranega analizatorja glede na uporabnost referenčnega, za rutinsko izvedbo 
imunohematoloških preiskav krvi krvodajalcev. Zaključili smo, da je rokovanje z 
analiznim sistemom Ortho Vision
®
 enostavno, navodila, skozi katera nas je vodil vgrajeni 
programski čarovnik, pa zelo jasna. Posebej moramo izpostaviti naslednje prednosti 
validiranega analizatorja: popolna avtomatizacija celotnega delovnega procesa, krajši čas 
izvedbe testov, zlasti tistega testa za presejalno testiranje prisotnosti anti-eritrocitnih Ab, 
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možnost dodajanja vzorcev med izvedbo posameznega testa brez njegove vmesne 
prekinitve, enostavnost vnašanja suspenzij testnih eritrocitov in serumov v postajo ter 
nepotrebnost uporabe dodatnih tekočin za spiranje (zgolj fiziološka raztopina). Kljub 
visoki stopnji avtomatizacije pa nas je med praktično izvedbo motila predvsem razmeroma 
pogosta zahteva po dodajanju novih ID-kartic v predalnik, kar pa je bila posledica velikega 
deleža s strani analizatorja zavrnjenih kartic, in sicer zaradi poškodb, neustreznega nivoja v 
njih prisotnega reagenta, ali pa zaradi nesprejemljivega pojava prisotnosti mehurčkov v 
steklenem matriksu. Moteča je tudi visoka občutljivost sistema v primeru uporabe 
starejših, delno hemolizirananih ter volumsko odstopajočih vzorcev, ki pomembno vpliva 
na interpretacijo rezultatov. V takih primerih je analizni sistem zaznal že vsako manjšo 
interferenco, kar je otežilo ali preprečilo pridobitev končnih rezultatov (premajhna 
robustnost). Časovno potratni so bili predvsem ponovni zagoni računalniškega sistema, 
bodisi zaradi motenj v delovanju sistema ali pa potreb po posodobitvah programske 
opreme. 
 
Ne glede na izsledke validacije v zvezi z nezadostno celokupno točnostjo pridobljenih 
rezultatov (92,29 %) glede na referenčni analizator, je analizni sistem Ortho Vision® 
uporaben za potrebe laboratorija z visoko delovno obremenitvijo. Zavedati se moramo 
tudi, da so k neuspešnosti izvedbe nekaterih testov in končne interpretacije njihovih 
rezultatov pripomogli številni dejavniki, predvsem nezadostna preskrba z reagenti ter 
stojali za reagente in vzorce ter posledično nepopolna obremenitev analizatorja v času 
validacije in relativna neizkušenost upravljalcev validiranega analizatorja, posledica katere 
so bili oteženi delovni procesi in prevelika časovna potratnost. Ne glede na vse pa 
validirani visoko tehnološko zmogljivi analizator Ortho Vision®, poleg nabora osnovnih 
preiskav, ki smo jih z njim izvajali, omogoča tudi zelo napredne funckije prednostnega 
testiranja urgentnih vzorcev, izvedbe navzkrižnih preizkusov, avtomatske identifikacije 
anti-eritrocitnih Ab v primeru pozitivnega presejalnega testiranja na Ab, z uporabo znanih 
identifikacijskih eritrocitnih panelov ter izvajanje avtomatiziranih serijskih redčenj 
plazemskih vzorcev v primeru ugotavljanja prisotnosti alogenskih anti-eritrocitnih Ab. 
Poleg tega aparat zagotavlja tudi sledljivost procesnih pogojev, posameznih korakov in 
odklonov ter rezultatov, s čimer omogoča obladovanje celotnega sistema kakovosti. 
Skratka, analizator Ortho Vision
®
 avtomatizirano opravlja večino analiznih metod, ki jih 
določa obseg obveznega testiranja vsake enote krvi in se izvajajo v laboratoriju za 
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imunohematološko testiranje krvi krvodajalcev ter tudi kompleksnejših postopkov, ki jih 
danes uporabljamo v predtransfuzijskih preiskavah za pokrivanje širšega razpona kliničnih 
potreb in zagotavljanje varne transfuzije krvi in krvnih pripravkov. 
  
61 
 
6 SKLEP 
 
Tekom validacije imunohematoloških testiranj, ki smo jih izvedli s popolnoma 
avtomatiziranim analizatorjem Ortho Vision
®, nameščenim in konfiguriranim na Odseku 
za imunohematološko testiranje krvodajalcev na ZTM, smo prišli do naslednjih ugotovitev:  
 Kumulativno ujemanje rezultatov vseh izvedenih analiz, ki smo jih izvedli z 
analizatorjem Ortho Vision
®
, s tistimi, ki smo jih predhodno pridobili z referenčnim 
analizatorjem Techno Twin, je bilo 92,29 %, kar je manj od zastavljenega 
sprejemljivostnega kriterija, 99,98 %. Po izločitvi neovrednotenih rezultatov iz 
primerjalne analize pa se je ujemanje izboljšalo na 99,05 %. Ugotovili smo, da 
analizni postopki, ki smo jih izvedli z validiranim analiznim sistemom, sicer dajejo 
točne rezultate, vendar pa jih ta v 6,82 % (223/3.269) ni uspel dokončno ovrednotiti. 
 Tudi rezultatska ujemanja posameznih testov, izvedenih z validiranim analizatorjem, 
niso ustrezala zahtevam za analizno točnost, glede na referenčne vrednosti, pridobljene 
z aparatom Techno Twin: določanje KS ABO/Rh, 93,0 % (kriterij sprejemljivosti: 
99,95 %); ICT, 96,3 % (kriterij sprejemljivosti: 99,0 %); zaporedna ponovljivost 
pozitivnih rezultatov, pridobljenih z ICT, 90,91 % (kriterij sprejemljivosti: 100,0 %); 
zaporedna ponovljivost negativnih rezultatov, pridobljenih z ICT, 85,71 % (kriterij 
sprejemljivosti: 98,0 %) ter testiranja kontrol EDQM, 76,92 % (kriterij sprejemljivosti: 
100,0 %). 
 Vzroki za nepridobljene ali neinterpretirane rezultate so bili naslednji: kakovostno 
vprašljivi vzorci, reagenti in reagenčne ID-kartice; motnje pri avtomatski aspiraciji 
vzorcev ali reagentov s posledično neuspešnim potekom reakcij ter človeške napake v 
fazah spoznavanja sistema in optimizacije analiznih pogojev. Zaradi večje 
občutljivosti senzorskih/detekcijskih komponent validirani analizator nekajkrat ni 
uspel zaključiti rezultatov testiranja, in to kljub temu, da so bili ti vidni s prostim 
očesom, s čimer referenčni aparat praktično ni imel težav.  
 Primerjava diagnostične občutjivosti in specifičnosti je pokazala, da je analizni sistem 
Ortho Vision
®
 v tem smislu sicer bolj specifičen, obenem pa manj občutljiv od 
referenčnega (Techno Twin). S statistično analizo smo potrdili, da validirani analizator 
daje primerljive rezultate (p = 0,625) s končnimi oz. pravimi, ki smo jih pridobili z 
ročnim razširjenim testiranjem vzorcev krvi. 
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 Celokupna uspešnost pridobivanja zaključenih rezultatov je bila statistično značilno 
manjša (p < 0,05) kot pri uporabi referenčnega analizatorja, v primeru zaznavanja 
nabora eritrocitnih Ag pa primerljiva.   
 Povprečna časovna učinkovitost izvedbe kombinacije testov za potrjevanje KS AB0 in 
RhD ter presejalno testiranje anti-eritrocitnih Ab je bila boljša pri validiranem (37 
minut) kot pri referenčnem analizatorju (56 minut). 
 Izhajajoč iz izkušenj, ki smo jih pridobili z uporabo aparata Ortho Vision®, ga lahko 
opredelimo kot uporabnega za laboratorije s tako dnevno delovno obremenitvijo, kot 
jo imajo na ZTM. Njegove pozitivne značilnosti so: avtomatsko izvajanje vseh 
analiznih faz, jasno in enostavno podana navodila tekom izvajanja postopkov testiranj, 
odlična komunikacija z uporabnikom preko zaslona na dotik in opozorilnih/signalnih 
lučk, javljanje zaznanih neskladij oz. odklonov ter omogočena sledljivost podatkov o 
pogojih testiranja in končnih rezultatih. Poleg tega ga odlikujejo tudi praktičnost 
vstavljanja reagentov v sistem ter racionalizacija porabe tekočin (samo fiziološka 
raztopina) in reagenčnih ID-kartic, glede na potrebno število mikrokolon. Menimo pa 
tudi, da bi bile potrebne določene tehnične izboljšave, predvsem glede možnosti 
posegov v modul kakovostnega pregleda kartic, s čimer bi lahko zmanjšali obseg 
njihovih vprašljivih zavrnitev in odvečnih pregledov njihove kakovosti ter skrajšanja 
poteka dnevnega in tedenskega vzdrževanja analizatorja, in sicer z omejitvijo 
posameznih korakov. 
 V primeru morebitnega nadaljnjega razširjenega vrednotenja uporabnosti analizatorja 
bi bilo smiselno v nabor testnih analiz vključiti bistveno večje število zadržanih 
vzorcev, namenjenih testiranju na prisotna anti-eritrocitna Ab (ICT). Na ta način bi 
lahko pridobili zanesljivejšo in bolj reprezentativno oceno uporabnosti tega 
diagnostičnega testa, kot smo jo uspeli dobiti v okviru magistrskega dela. Prepričani 
smo, da bi na ta način prišli tudi do bistveno bolj primerljivih vrednosti občutljivosti in 
specifičnosti, ugotovljenih z validiranim in referenčnim analizatorjem. 
 
Glede na opisane izsledke in opažanja menimo, da nam je uspelo v dovolj veliki meri 
okarakterizirati avtomatizirani analizator Ortho Vision
®
. Ugotovili smo, predvsem s 
praktičnega vidika, da je primeren za rutinsko izvajanje postopkov testiranja krvi 
krvodajalcev, pri čemer pa so za redno izvajanje testiranj potrebne določene izboljšave ter 
optimizacije procesnih pogojev. Z njimi bi lahko namreč dosegli večjo kapaciteto testiranj, 
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brez vmesnih intervencij uporabnikov, kar je nujno za njegovo rutinsko uporabo. 
Nenazadnje pa je za redno uporabo novega analizatorja nujno potrebno zagotoviti ustrezno 
strokovno usposobljeno in izkušeno osebje, s čimer pomembno zmanjšamo možnosti 
človeških napak ter prispevamo k večjemu deležu uspešno ovrednotenih in bolj točnih 
rezultatov. 
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